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Sammendrag

Bakgrunn: Med aldring reduseres muskelkvalitet malt som muskelstyrke relatert til
muskelmasse, med pafglgende nedsatt funksjonsevne. Malinger av autofagimarkarer
hos gnagere indikerer en aldersrelatert reduksjon i nedbrytningen av dysfunksjonelle
proteiner, hvilket kan forklare deler av reduksjonen i muskelkvalitet. Styrketrening gker
muskelstyrken og muskelkvaliteten hos eldre, og data fra dyrestudier indikerer at
styrketrening ogsa kan oppregulere autofagi, men det er usikkert om det samme er
tilfellet hos mennesker. Hensikten med denne studien var derfor a undersgke hvordan
markarer for autofagi responderte pa styrketrening hos eldre med lavt funksjonsniva og

om endringer i autofagimarkerer endres sammen med muskelkvalitet.

Metode: 30 deltakere (67-96 ar) ble randomisert til en intervensjonsgruppe som
gjennomfarte styrketrening i 10 uker med daglig proteinsupplement (ST+PRO) eller til
en kontrollgruppe som inntok daglig proteinsupplement uten a trene (PRO). Styrke malt
som 1RM i kneekstensjon, fettfri masse i beina malt med DXA, tverrsnitt av m.
quadriceps femoris malt med CT og funksjonelle tester ble gjennomfart far og etter
intervensjonen. Muskelbiopsier ble tatt fra m. vastus lateralis far og etter intervensjonen
0g to og en halv time etter en akutt styrketreningsgkt med proteinsupplement
(ST+PRO), eller to og en halv time etter proteinsupplement alene (PRO).
Muskelprevene ble analysert for autofagimarkarene LC3-1, LC3-11 og p62-innhold i

cytosol- og membranfraksjon.

Resultater: 1RM kneekstensjon, fettfri masse i beina og tverrsnitt av m. quadriceps
gkte i ST+PRO og signifikant mer enn i PRO. Muskelkvalitet gkte like mye i begge
grupper. Den akutte styrketreningsgkta og proteinsupplementet farte til en gkning i
LC3-1i cytosolfraksjon hos ST+PRO, og en reduksjon i LC3-I1 i cytosol- og
membranfraksjon hos ST+PRO og PRO. LC3-1, LC3-11 og p62 var uendret som faglge
av intervensjonen i begge grupper, men det var en signifikant intervensjonseffekt ved at

p62 I membranfraksjon gikk mer ned i ST+PRO enn i PRO.

Konklusjon: 10 uker med styrketrening og proteinsupplementering bedret
muskelkvaliteten hos de eldre. @kningen i muskelkvalitet var imidlertid ikke relatert til

endringer i de malte markarene i autofagisystemet.
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1. Innledning

Med gkende alder reduseres muskelmasse og muskelstyrke gradvis, og derfor kan
mange eldre fa problemer med & gjennomfare daglige gjgremal (Goodpaster et al.,
2006). Hvis det aldersrelaterte tapet av muskelstyrke far betydelige konsekvenser for
funksjonsevnen kalles tilstanden sarkopeni (von Haehling, Morley, & Anker, 2010), en
diagnose som har blitt estimert & ramme 5-13 % av eldre mellom 60-70 ar og 11-50 %
av dem over 80 ar (von Haehling et al., 2010). Muskelkvalitet defineres som
muskelstyrke relatert til muskeltverrsnitt, og siden reduksjonen i muskelstyrke er starre
enn reduksjonen i muskeltverrsnitt, reduseres muskelkvaliteten ved aldring (Lexell &
Taylor, 1991). Arsaken til reduksjonen i muskelkvalitet er sannsynligvis sammensatt.
Nedbrytning av dysfunksjonelle proteiner er avgjerende for god muskelfunksjon, og
svekkelser i proteinnedbrytningen kan derfor bidra til a forklare deler av den
aldersrelaterte nedgangen i muskelkvalitet (Irving, Robinson, & Nair, 2012). De starste
proteinene i muskelcellene brytes ned gjennom autofagi, en prosess som inneslutter
proteiner i et autofagosom som fraktes til lysosomene for nedbrytning (Jiao &
Demontis, 2017). Data fra dyrestudier indikerer en aldersrelatert reduksjon i
autofagistimulerende proteiner (Y. A. Kim, Kim, Oh, Kim, & Song, 2013; McMullen,
Ferry, Gamboa, Andrade, & Dupont-Versteegden, 2009; Wohlgemuth, Seo, Marzetti,
Lees, & Leeuwenburgh, 2010), men autofagi og aldring er mindre kartlagt hos

mennesker (Martinez-Lopez, Athonvarangkul, & Singh, 2015).

Studier som har malt autofagimarkarer i forbindelse med en akutt styrketreningsgkt
indikerer redusert aktivitet i autofagisystemet de farste timene etter gkta (Dickinson et
al., 2017; Fry et al., 2012), men perioder med styrketrening har vist seg & kunne
oppregulere markarer for autofagi hos eldre rotter og mus (Y. A. Kim et al., 2013;
McMullen et al., 2009; Wohlgemuth et al., 2010). Svert fa har imidlertid undersgkt om
styrketrening kan pavirke autofagi hos eldre mennesker (Hentila et al., 2018; Mejias-
Pena et al., 2017), og ingen studier er gjort pa de aller eldste og mest «skrgpelige». |
denne studien ble det derfor gjort malinger av autofagimarkerene, LC3-I, LC3-11 og
p62/SQSTML1 i respons til styrketrening hos eldre med lavt funksjonsniva.
Konverteringen av LC3-1 til LC3-11 er essensiell for dannelsen av autofagosomene, og
en gkning i LC3-11 kan indikere flere autofagosomer og gkt aktivitet i autofagisystemet
(Mizushima & Yoshimori, 2007). p62/SQSTML1 sgrger videre for a rekruttere proteiner
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til autofagosomene, og det spekuleres i at akkumulering av dette proteinet kan indikere
defekt autofagi (Sakuma et al., 2016).

Denne studien er en del av prosjektet STAS (Styrketrening, aldring og sarkopeni),
gjennomfgrt 2016 og 2017 pa Norges idrettshggskole. | dette prosjektet ble det
undersgkt ulike faktorer som kan pavirke muskelkvalitet og hvordan en periode med
tung styrketrening kan pavirke disse faktorene hos eldre med lavt funksjonsniva. For a
sikre god effekt av styrketreningen inntok deltakerne et daglig proteinsupplement

gjennom intervensjonsperioden.

I denne studien gnsket vi hovedsakelig & undersgke hvordan en periode med
styrketrening kan pavirke autofagi i hvile. Denne oppgaven vil derfor ta for seg

felgende hovedproblemstilling og hypotese:

Hovedproblemstilling: Hvordan vil 10 uker med styrketrening og
proteinsupplementering pavirke regulering av autofagi hos eldre med lavt

funksjonsniva?

Hypotese: 10 uker med styrketrening og proteinsupplement vil gke autofagien i hvile

gjenspeilet av gkt niva av LC3-11 og redusert niva av p62/SQSTML.
I tillegg var vi interessert i a undersgke akutte endringer i autofagiprosessen som falge
av en styrketreningsgkt i kombinasjon med proteinsupplement. Denne oppgaven belyser

derfor ogsa fglgende underproblemstilling og hypotese:

Hvordan vil en akutt styrketreningsgkt etterfulgt av inntak av proteinsupplement

pavirke regulering av autofagi hos eldre med lavt funksjonsniva?

Hypotese: Autofagien vil veere redusert to og en halv time etter en styrketreningsgkt og

inntak av proteinsupplement, gjenspeilet av redusert niva av LC3-1I.

12
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2. Teori

2.1 Muskulatur og aldring

Muskelstyrke reduseres normalt med 15 % per tiar mellom 50- og 70-arsalderen og med
30 % per tidr etter fylte 70 (Evans, 1997). Muskelmassen reduseres ved at
muskelfibrene reduseres bade i antall og starrelse, spesielt type lI-fibrene, og tapet av
muskelstyrke er stgrre enn tapet av muskelmasse (Lexell & Taylor, 1991). | en tre ar
lang studie av 1800 menn og kvinner mellom 70-79 ar ble muskelstyrke redusert ca. 3
ganger sa mye som muskelmasse (Goodpaster et al., 2006). Muskelkvalitet, definert
som muskelstyrke relatert til muskeltverrsnitt, reduseres derfor ogsa betydelig med
aldring (Lindle et al., 1997; Lynch et al., 1999). Metoder for & forhindre tapet av
muskelkvalitet har fatt mye oppmerksomhet siden denne ratioen kan veere spesielt

avgjarende for eldre sin funksjonsevne (Misic, Rosengren, Woods, & Evans, 2007).

I en rekke studier der man har gjennomfart styrketrening pa eldre er det rapportert en
starre relativ gkning i muskelstyrke enn i muskelmasse (Brown, McCartney, & Sale,
1990; Fiatarone et al., 1994; Ivey et al., 2000; Treuth et al., 1994), noe som indikerer
bedret muskelkvalitet. Tracy et al. (1999) rapporterte en gkning i muskelkvalitet pa

15 % etter en 9-ukers styrketreningsperiode med kneekstensjon, der muskelstyrke ble
malt i kneekstensjon og muskelmasse med MRI som volum av hele m. quadriceps
femoris. Ivey et al. (2000) bekreftet videre en signifikant bedring i muskelkvalitet etter 9
uker med styrketrening og tilsvarende metodikk. Styrketrening har vist seg & gke den
relative muskelstyrken mer enn muskelmassen ogsa hos yngre (Welle, Totterman, &
Thornton, 1996), men misforholdet mellom gkning i styrke og gkning i tverrsnitt er

mindre sammenlignet med eldre.

2.1.1 Arsaker til reduksjon i muskelkvalitet

Endringer i muskelkvalitet med aldring kan skyldes mange ulike faktorer. Det kan se ut
til at nervesystemet spiller en rolle, der redusert maksimal voluntar aktivering av
agonist eller endringer i agonist-antagonist-koaktivering kan bidra til & redusere
muskelkvalitet (Hakkinen et al., 1998). I tillegg gker mengden ikke kontraktilt-vev i
musklene, mye i form av fett bade inter- og intramuskulert (Delmonico et al., 2009).
Alt dette ikke-kontraktile vevet mellom muskelbuker, mellom fibre og inne i fibrene tar

opp plass og kan begrense funksjonen til muskelen (Delmonico et al., 2009). Endringer
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i muskelarkitektur kan ogsa tenkes a pavirke muskelkvaliteten ved at
pennasjonsvinkelen til muskelfibrene i fjeerformede muskler reduseres (Fragala, Kenny,
& Kuchel, 2015). Muskelfibre i plantarfleksorene hos eldre har vist seg & ha mindre
pennasjonsvinkel sammenlignet med yngre (Morse et al., 2004; M. V. Narici,
Maganaris, Reeves, & Capodaglio, 2003), og dette vil svekke potensialet for
kraftproduksjon og dermed dreiemomentet over ankelleddet (Marco V Narici &
Maganaris, 2006). Enkeltfibre har ogsa vist seg a produsere mindre kraft per fiberareal
hos eldre sammenlignet med yngre, og dette kan skyldes svekkelser pa kryssbro-niva
(Frontera et al., 2000). Proteinbalansen, forholdet mellom proteinsyntese og
proteinnedbrytning, sgrger for en kontinuerlig utskiftning av kontraktile proteiner og
organeller og er avgjgrende for god muskelfunksjon (Mitchell, Churchward-Venne,
Cameron-Smith, & Phillips, 2015). Dysfunksjonelle kontraktile proteiner og organeller
som ikke blir brutt ned og erstattet, vil potensielt kunne ta opp plass og svekke
muskelfibrenes evne til & utvikle kraft. Det er derfor mulig at svekkelser i
proteinnedbrytningen hos eldre kan forklare deler av endringene i muskelkvalitet (Irving
etal., 2012).

2.2 Proteinbalanse

Muskelvevet har en enorm evne til a tilpasse seg, og er i kontinuerlig endring gjennom
regulering av bade proteinsyntese og proteinnedbrytning (Mitchell et al., 2015). Noen
timer etter et maltid brytes proteiner ned i stgrre hastighet enn det syntetiseres nye
(Nicholas A. Burd, Tang, Moore, & Phillips, 2009), men nytt inntak av nering gjer at
syntesen av proteiner for en periode er starre enn nedbrytningen av proteiner (Brook,
Wilkinson, Smith, & Atherton, 2016). En positiv proteinbalanse vil over tid gi en
gkning i muskelmasse (Deutz & Wolfe, 2013). Varig negativ proteinbalanse vil til
motsetning fare til en reduksjon i muskelmasse (Deutz & Wolfe, 2013).
Skjelettmuskulaturen har gjennom samtidig syntese og nedbrytning en imponerende
evne til & fornye dysfunksjonelle proteiner, og det har blitt anslatt at utskiftningen av
muskelproteiner tilsvarer 1-2 % per dag (Smith & Mittendorfer, 2015). Hastigheten pa
proteinsyntesen og proteinnedbrytningen blir pavirket av en rekke faktorer, inkludert
styrketrening, inntak av naringsstoffer, sykdom, inaktivitet og aldring (Areta et al.,
2014; Cermak, Res, de Groot, Saris, & van Loon, 2012; S. M. Phillips, 2009; Stuart M
Phillips, Tipton, Aarsland, Wolf, & Wolfe, 1997; Rudrappa et al., 2016).

Proteinsyntesen er godt kartlagt gjennom malinger med stabile isotoper, men
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proteinnedbrytningen er vanskeligere a kvantifisere in vivo fordi man er avhengig av
mer indirekte metoder (Attaix, Baracos, & Pichard, 2012). Videre i denne teoridelen vil
jeg farst beskrive kort hvordan syntesen av nye muskelproteiner foregar, og deretter

forklare mekanismene bak proteinnedbrytning med sarlig fokus pa autofagi.

2.3 Proteinsyntese

Gjennom proteinsyntese fornyes proteiner i skjelettmuskulaturen og ved behov sgrger
prosessen for vekst i muskelcellene (Millward, Garlick, Stewart, Nnanyelugo, &
Waterlow, 1975). Prosessen er avhengig av at baserekkefglgen i genet kopieres
(transkriberes) og fraktes som mRNA til ribosomene der det konverteres til a bli en
aminosyrekjede (Schwanhausser et al., 2011). En rekke stimuli pavirker signaleringen
som styrer transkripsjonen og translasjonen i muskelcellene, blant dem trening,
naringsinntak og hormoner (Burgos, Dai, & Cant, 2010). Styrketrening stimulerer ogsa
proteinsyntesen (Schoenfeld, 2010), men responsen varierer mye avhengig av
treningsvolum og intensitet (Nicholas A Burd et al., 2010; Holm et al., 2010). Inntak av
protein stimulerer ogséa proteinsyntesen positivt, og i denne sammenhengen har
myseprotein, som finnes naturlig i melk, vist seg a vaere spesielt effektivt for den raske
stimuleringen etter inntak (Devries & Phillips, 2015). Proteinsyntesen vil gke nar
stimulus er trening eller nzringsinntak alene, men effekten er starst nar man kombinerer
begge (Dideriksen et al., 2011). For & male hastigheten pa proteinsyntesen er det vanlig
a benytte stabile isotoper som merkelapper pa bestemte aminosyrer, og prosent
inkorporert isotopmerkede aminosyrer i muskel per time angir syntesehastigheten,
fractional synthetic rate (FSR) (Toffolo, Foster, & Cobelli, 1993).

2.3.1 Proteinsyntese og aldring

I noen studier er det indikert at eldre trenger et stgrre inntak av protein enn yngre for a
stimulere proteinsyntesen maksimalt (Pennings et al., 2012). Gaffney-Stomberg,
Insogna, Rodriguez & Kerstetter (2009) antyder at eldre bagr gke proteininntaket sitt
med 50 % i forhold til anbefalingen slik at de inntar minimum 1,2 g/kg kroppsvekt
daglig. I postabsorptiv fase (etter siste maltid er tatt opp i tarmen) har FSR i enkelte
tilfeller vist seg a vaere mindre hos eldre (Nicholas A Burd, Gorissen, & van Loon,
2013; Irving et al., 2012; Short, Vittone, Bigelow, Proctor, & Nair, 2004), men pa grunn
av sprikende funn er generell konsensus per i dag at basal FSR i liten grad pavirkes av
aldring (Markofski et al., 2015).
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2.4 Proteinnedbrytning

Pa samme mate som det er viktig a erstatte proteiner som er brutt ned er det ogsa
livsviktig & kvitte seg med skadde, dysfunksjonelle og gdelagte proteiner. Overfladige
proteiner som ikke blir brutt ned i muskulaturen vil kunne ta opp plass, og de kan over
tid virke direkte gdeleggende for muskelfunksjonen (Goldberg, 2003). Proteinenes
begrensede levetid gjer at cellene i kroppen bryter ned ca. 400 g protein daglig, og det
syntetiseres samtidig like mye (Schutz, 2011). Nar et protein brytes ned spaltes
proteinet ned til aminosyrer ved hjelp av enzymer som bryter peptidbindingene mellom
aminosyrene (Grune, Reinheckel, & Davies, 1997). Aminosyrene kan deretter
gjenbrukes til & syntetisere nye proteiner. Sann sett er nedbrytning essensielt for a tilfare
aminosyrer i muskulaturen sammen med inntak i kosten. En defekt i et av systemene
som bryter ned protein har faktisk vist seg a fare til muskelatrofi (Jung, Catalgol, &
Grune, 2009; Sandri, 2010). Samtidig er kroppen avhengig av en oppregulering av
ekspresjonen av proteiner som styrer proteinnedbrytningen for a stimulere til
muskelatrofi (Jackman & Kandarian, 2004). Hvis proteinnedbrytningen blir stimulert i
stor nok grad vil dette bare fore til tap av muskelmasse. For god muskelfunksjon og
opprettholdelse av en normal muskelmasse er det dermed viktig at disse prosessene

reguleres ngye.

2.4.1 Ubiquitin-proteasom-systemet (UPS)

Muskelproteiner brytes hovedsakelig ned gjennom to ulike prosesser, autofagi og
ubiquitin-proteasom-systemet (UPS). Mindre proteiner i cytosol blir brutt ned av
proteasomer gjennom UPS ved forbruk av ATP (Sakuma, Aoi, & Yamaguchi, 2015).
Far proteinene blir kappet i mindre deler, ma de merkes med ubiquitin, kjeder av et lite
protein som bindes kovalent til proteinene som skal brytes ned. Proteasomet kan
deretter fange og kappe av ubiquitinkjeden og deretter bryte ned proteinet til mindre
deler. De ubiquitin-merkede proteinene brytes ned av 26S proteasome-komplekset som
samtidig frigjar ubiquitin som kan brukes pa nytt (Sakuma et al., 2015). Sakuma et al.
(2015) beskriver tre enzymer som er ansvarlige for reguleringen av ubiquitineringen:
ubiquitin-activating enzyme (E1), ubiquitin-conjugating enzyme (E2) og ubiquitin
ligase (E3). Av disse ser det ut til at E2 og E3 kan veere spesielt viktige. mMRNA-
ekspresjon for E3-ligasene atrogin-1 og MurF1 har vist seg a gke ved muskelatrofi
(Bodine & Baehr, 2014). Disse to ligasene ser ut til & vare spesielt viktige for

muskelatrofi, og de er mye studert i forbindelse med UPS (Bodine & Baehr, 2014).
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MuRF1 og atrogin-1 sine funksjoner ser ut til & involvere binding av bestemte substrater
for ubiquitinering og pafalgende nedbrytning i 26S-proteasom-komplekset (Bodine &
Baehr, 2014). MurF1 ubiquitinerer mange muskelspesifikke proteiner som myosin
heavy chain, myosin light chain og titin (Dahl & Jensen, 2016). Om atrogin-1 ogsa har
direkte funksjon pa kontraktile proteiner er usikkert, men den styrer
transkripsjonsfaktorer og stimulerer generelt til atrofi (Dahl & Jensen, 2016). @kt
ekspresjon av mRNA for MuRF1 og atrogin-1 vil derfor kunne indikere gkt

proteinnedbrytning i proteasomene.

Studier som har malt mRNA-ekspresjon for atrogin-1 og MuRF1 hos eldre har vist
sprikende funn. Altun et al. (2010) paviste en moderat gkning, Whitman, Wacker,
Richmond & Godard (2005) ingen endring mens Edstrom, Altun, Hagglund & Ulfhake
(2006) paviste en reduksjon. Fry et al. (2013) fant en gkning i MurF1 og atrogin-1 akutt
etter en styrketreningsgkt, men ingen aldersrelatert forskjell. Om UPS reduseres med
aldring er derfor usikkert, men det ser mest sannsynlig ikke slik ut. Derfor vil
hovedfokuset i denne oppgaven vaere pa autofagi. Det eksisterer mindre forskning pa
autofagi, og mesteparten av denne forskningen er gjort pa dyr. Enkelte studier av
gnagere tyder pa at autofagien kan veere svekket med aldring (Y. A. Kim et al., 2013;
McMullen et al., 2009; Wohlgemuth et al., 2010).

2.4.2 Autofagi

Autofagi er en katabol prosess som bryter ned og resirkulerer aminosyrer fra store
proteiner og organeller i cytosol via lysosomene (Jiao & Demontis, 2017). Begrepet
autofagi, som betyr «selvfortering» pa gresk, er det samme som autofagocytose og
betegner transportmekanismene som frakter komponenter til lysosomene for
nedbrytning (Parzych & Klionsky, 2014). Autofagien er i stand til a bryte ned de starste
strukturene i cytosol, inkludert mitokondrier, ribosomer og peroksisomer (Kundu et al.,
2008; Lee, Giordano, & Zhang, 2012; Till, Lakhani, Burnett, & Subramani, 2012).
Store aggregater av feilfoldede proteiner som ikke blir brutt ned raskt, brytes ogsa ned i
lysosomene via autofagi (Ravikumar, Duden, & Rubinsztein, 2002). Autofagi er aktiv i
alle eukaryote celler og opererer i de fleste vev i kroppen hos mennesker. Prosessen
spiller en avgjerende rolle for at celler skal vokse og utvikle seg, og den er ogsa viktig
for homeostasen i cellen (Parzych & Klionsky, 2014). Siden autofagiprosessen bryter

ned proteiner bidrar den ogsa til a regulere proteinbalansen. Autofagisystemet sagrger for
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a bryte ned skadde eller svekkede proteiner, og er derfor sammen med UPS avgjarende
for resirkuleringen av dysfunksjonelle og potensielt skadelige proteiner i cellen (Yang
& Klionsky, 2010). Pa den maten kan prosessen bidra til & forebygge visse typer
nevrodegenerasjon og kreft, og den har ogsa vist seg a bidra til a fjerne patogener
(Mizushima & Klionsky, 2007). Siden autofagi ser ut til a reduseres med aldring (Y. A.
Kim et al., 2013; McMullen et al., 2009; Wohlgemuth et al., 2010) og vi allerede vet at
autofagi er viktig for muskelfunksjonen, kan det tenkes at svekkelser i autofagisystemet
kan bidra til redusert muskelkvalitet med aldring, og nettopp dette sparsmalet

undersgkes i denne oppgaven.

Det finnes ulike typer autofagi; mikroautofagi, selektiv autofagi, chaperon-mediert
autofagi og makroautofagi, og disse beskrives grundig i en review av Glick, Barth, and
Macleod (2010). Under mikroautofagi innvaginerer lysosommembranen og danner en
liten bleere med deler av cytosol, eller bestemte organeller i omradet rundt lysosomet,
hvor substansene brytes ned. Selektiv autofagi bryter ned utvalgte organeller, fettdraper
eller proteiner. Chaperon-mediert autofagi benytter et hjelpeprotein, chaperon-protein,
som gjenkjenner utpekte sekvenser av aminosyrer som skal brytes ned. Den tredje
formen for autofagi, makroautofagi, er den mest studerte med tanke pa muskelprotein-
nedbrytning og -funksjon og derfor vil denne heretter bli omtalt som autofagi og fa
hovedfokuset i denne oppgaven. Makroautofagi er en ikke-selektiv prosess der store
deler av cytoplasma, eller til og med hele organeller, pakkes inn av en flat dobbel-
membranskive, fagofor, som danner en lukket vesikkel kalt autofagosom. Prosessen
starter med dannelsen av fagoforet som videre elongerer helt til membranskiva har
lukket seg rundt bestanddelene som skal brytes ned. Fagoforet har na blitt til et
autofagosom, en vesikkel som transporterer proteinene og organellene til lysosomene.
Autofagosomene smelter deretter sammen med lysosomene og danner et autolysosom
der autofagosomet og dens proteiner brytes ned til aminosyrer som senere kan benyttes
til & syntetisere nye proteiner. Figur 2.1 viser de mest sentrale stegene i

autofagiprosessen.
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Figur 2.1: Overblikk over autofagiprosessen. Figuren er basert pa arbeidet til Lippai &
Szatmari (2017), Martinez-Lopez et al. (2015), Rubinsztein, Marino og Kroemer (2011)
og Tanida (2011).

Glick et al. (2010) beskriver videre mekanismene i forbindelse med makroautofagi.
Makroautofagi reguleres ngye under basale forhold, under sult og ved stress ved hjelp
av ATG-proteiner (autophagy-related genes). Autofagiprosessen aktiveres ved sult eller
stress, og i fgrste omgang er et fagofor avhengig av ULK-1 og et kompleks med
ATG13, FIP200 og ATG101 for & elongere. ULK-1 fosforylerer og aktiverer et nytt
protein, Beclin-1, som sammen med ytterliggere flere proteiner danner Class 111
phosphoinositide 3-kinase (P13K) -komplekset. Dette komplekset far PI3Ps til &
rekruttere ATG-proteiner til autofagosom-dannelsen. Aktivering av ATG7 danner
forbindelse mellom ATG5 og ATG12 som inkorporeres i kompleks med ATG16L1.
Dette komplekset bidrar til lipidering av LC3-1 i cytosol til LC3-11 i membranen til
fagoforet, og denne konverteringen sgrger for at vesikkelen lukkes og blir et
autofagosom. Autofagosomet kan deretter ta med seg proteiner til lysosomene der
proteinene og autofagosomet selv brytes ned ved hjelp av sterk syre og hydrolytiske

enzymer.

2.4.3 Autofagi og aldring

Senere studier har demonstrert at autofagi er avgjerende for & beholde muskelmasse og
funksjon (Jiao & Demontis, 2017). En rekke studier hvor proteiner involvert i autofagi
har blitt malt, har konkludert med at aldring reduserer effektiviteten til autofagien hos
gnagere (Y. A. Kim et al., 2013; McMullen et al., 2009; Wohlgemuth et al., 2010), noe
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som farer til en opphopning av intracellulere avfallsprodukter (Y. A. Kim et al., 2013).
Akkumulering av skadde og dysfunksjonelle proteiner og organeller kan begrense
muskelfunksjonen (Y. A. Kim et al., 2013). Svekkelser i autofagisystemet kan derfor
bidra til sarkopeni og redusert muskelkvalitet, men det er fortsatt behov for mer

forskning pa feltet.

Det er vanskelig a si akkurat hvilke mekanismer som gjer at autofagien fungerer
darligere med aldring, da det er mange faktorer som spiller inn og fordi forklaringen
sannsynligvis er kompleks (Martinez-Lopez et al., 2015). Dannelsen og nedbrytningen
av autofagosomene kan vere redusert, enten pa grunn av manglende sammensmelting
med lysosomene eller en redusert aktivitet i lysosomene (Hohn et al., 2017).
Nedregulering av ATG-proteiner kan muligens ogsa bidra til redusert autofagi med
aldring (Martinez-Lopez et al., 2015). Fjerning av ATG-proteiner («gene-knock-out-
modeller») hos yngre mus har vist seg a gi en rekke symptomer assosiert med aldring
inkludert akkumulering av fett i muskulaturen (Singh et al., 2009), defekte mitokondrier
(I. Kim, Rodriguez-Enriquez, & Lemasters, 2007), nevrodegenerasjon (Komatsu et al.,

2006) og redusert muskelmasse (Masiero et al., 2009).

Transkripsjonen av viktige ATG-proteiner som ATG5 og ATG7 har vist seg a veere
nedregulert i hjernen hos eldre mennesker (Lipinski et al., 2010). Hos gnagere har man
sett en aldersrelatert nedgang i proteolysen, spaltingen av proteinkjeder til kortere kjeder
eller aminosyrer, bade in vivo og in vitro i isolerte hepatocytter fra disse dyrene (Donati
et al., 2001). LC3-11 og Beclin-I i helhomogenatpragver har ogsa vist seg a veere
nedregulert med aldring (Y. A. Kim et al., 2013). | en studie av Sakuma et al. (2016),
der de gjorde malinger i cytosolfraksjon, var dessuten p62 akkumulert hos eldre mus
sammenlignet med yngre mus, og Beclin-1 var redusert. Aldring har i tillegg vist seg &
ha sammenheng med hyperfosforylering og dermed hyperaktivering av mTORC1
(Ravikumar et al., 2004). Dette proteinkomplekset kontrollerer proteinsyntese, og blir
stimulert av naeringsinntak og styrketrening (Hay & Sonenberg, 2004).
Hyperfosforylering av mTORC1 vil hemme autofagien gjennom a inhibere ULK-1 (J.
Kim, Kundu, Viollet, & Guan, 2011). Det er forelgpig vanskelig a si om det er
reduksjon i ATG-proteinene eller redusert intracellulzer signalering som er arsak til
endringer i autofagi med aldring (Martinez-Lopez et al., 2015; Rea, Majcher, Searle, &

Layfield, 2014). Det kan vaere spesielt vanskelig a tolke resultater fra intracellulaer
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signalering. En reduksjon i en autofagimarkgr kan bety at det er mindre aktivitet i
autofagisystemet, men dette trenger ikke alltid veere tilfellet. En akkumulering av en
autofagimarkear kan ogsa representere en propp i systemet slik at resten av prosessen
ikke fungerer optimalt (Sakuma et al., 2016). Ulike tolkninger av endringer i de ulike

autofagimarkarene vil belyses naermere senere i denne oppgaven.

2.4.4 p62/SQSTM1

p62/SQSTMLI, heretter kun kalt p62, er et protein som sgrger for en selektiv utvelgelse
av proteiner for nedbrytning ved at det binder ubiquitinerte proteinaggregater for
autofagi (Johansen & Lamark, 2011). Proteiner og proteinaggregater blir pa den maten
rekruttert til fagoforet (Johansen & Lamark, 2011). p62 er et adaptorprotein med mange
domener som binder seg til proteinkomplekser (Lin et al., 2013). Det fungerer ogsa som
et viktig bindeledd til LC3 ved at det binder LC3-1 pa innsiden av autofagosomet
(Pankiv et al., 2007). Det spekuleres i at akkumulering av dette proteinet har
sammenheng med defekt autofagi, siden man har sett gkt mengde p62 i cytosolfraksjon
nar man fjerner ATG-proteiner (“gene-knock-out™) hos eldre mus (Sakuma et al., 2015).
Hvis resten av autofagiprosessen ikke fungerer som den skal vil p62 pa den maten ikke
bli brutt ned og derfor akkumuleres. Dermed ser det ut som en redusert mengde p62 vil
indikere aktivert autofagi. En gkning i p62 vil ogsa kunne indikere en gkning i

aktiviteten i autofagien dersom man antar at resten av systemet fungerer som det skal.

245 LC3

LC3 er et annet reseptorprotein i autofagiprosessen som har vist seg a spille en
avgjerende rolle for dannelsen av autofagosomet. Dette proteinet eksisterer i farste
omgang fritt i cytosol der ATG4 kutter av amonisyrehalen pa LC3 slik at den gar over
til den aktive formen, LC3-1 (Kabeya et al., 2000). LC3-1 binder seg deretter kovalent til
fosfatidyletanolamin (PE), et fosfolipid i fagoformembranen (Lippai & Szatmari, 2017).
ATG7 og ATG3 aktiverer i neste omgang LC3-1 som konverteres til LC3-11. Sistnevnte
protein binder seg bade til den indre og ytre delen av autofagosommembranen og serger
for at membranen elongerer slik at vesikkelen lukkes og blir til et autofagosom (Lippai
& Szatmari, 2017). En gkt mengde LC3-11 vil derfor indikere flere autofagosomer i
hvile og dermed ogsa gkt autofagi (Mizushima & Yoshimori, 2007). LC3-11/LC3-I-
ratioen har blitt pastatt & veere en god indikator pa aktiviteten i autofagien, siden den sier

noe om andelen LC3-1 som konverteres til LC3-11 (Sakuma et al., 2015), men det er
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viktig & merke seg at denne ratioen utelater informasjon om endringer i LC3-1 og LC3-11
separat (Wohlgemuth et al., 2010). Det er derfor en fordel a oppgi proteinnivaer av
LC3-1 og LC3-I1 i tillegg til LC3-11/LC3-I-ratioen for & fa informasjon om hvilket av
proteinene som driver en eventuell endring i ratioen. Wohlgemuth et al. (2010) paviste
en tydelig gkning i mengden LC3-1 og LC3-11 i cytosolfraksjon med aldring hos rotter,
men de klarte ikke demonstrere noen aldersrelatert gkning i LC3-11/LC3-1-ratioen.

2.4.6 Autofagi og perioder med trening hos eldre

Som nevnt tidligere gker muskelkvaliteten hos eldre som trener styrketrening (lvey et
al., 2000; Tracy et al., 1999). Hvis det er slik at autofagien oppreguleres samtidig kan
det veere en sammenheng mellom muskelkvalitet og autofagi. Mesteparten av
forskningen som er gjort pa trening og autofagi hos eldre er imidlertid gjort pa
utholdenhetstrening. Malinger av autofagiproteiner i disse studiene indikerer generelt en
oppregulering av autofagien bade hos mus og mennesker (Y. A. Kim et al., 2013;
Mejias-Pena et al., 2016; White et al., 2016). Resten av denne teoridelen vil fokusere pa
styrketrening siden det er den treningsformen vi har benyttet i var studie. Studier pa
bade dyr og mennesker indikerer at ogsa styrketrening kan oppregulere
autofagisystemet hos eldre individer (Luo et al., 2013; Mejias-Pena et al., 2017).

Luo et al. (2013) testet eldre rotter etter 9 uker med motstandstrening, der rottene klatret
trapper med vektlodd festet til halen. Malingene deres ble gjort i cytosolfraksjon og
viste en gkning i Beclin-1, ATG5/12, ATG7 og en reduksjon i p62. De konkluderte
derfor med at styrketrening kan aktivere autofagi, og denne gkningen var assosiert med
endringer i IGF-1 og dens reseptorer samt Akt/mTOR og Akt/FOXO3a -signalveiene.
Videre var LC3-11/LC3-I-ratioen i cytosolfraksjon redusert etter treningsperioden,
hovedsakelig som felge av redusert LC3-I11, siden LC3-1 var uendret. Styrketrening og
autofagi har nylig ogsa blitt studert pa mennesker. I en studie av Mejias-Pena et al.
(2017) konkluderes det med at en periode med styrketrening kan oppregulere autofagien
hos eldre kvinner og menn. Deltakerne i denne studien hadde en gjennomsnittsalder pa
70 ar og trente et program med beinpress to ganger i uka i 8 uker med en motstand
tilsvarende 60-80 % av 1RM. Malinger av autofagimarkarer ble gjort pa vengst blod og
avdekket en gkning i Beclin-1, ATG12, ATG16 og LAMP-2 som fglge av perioden med
styrketrening, mens p62 og fosforylert ULK-1 samtidig var signifikant redusert (Mejias-
Pena et al., 2017). LC3-11/LC3-I-ratioen hadde dessuten en tendens til gkning (p<0,1).
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Siden disse malingene ble gjort pa vengst blod er det vanskelig a relatere resultatene
deres til studier som har analysert muskelprgver. Malinger i vengst blod vil kun
reflektere nivaer i sirkulasjonssystemet, og ikke lokalt i muskulaturen. Videre malte
Hentila et al. (2018) autofagimarkerer i helhomogenatpraver hos eldre mennesker (61+6
ar) som falge av en 21 uker-lang periode med styrketrening. Deltakerne i denne studien
trente et fullkroppsprogram to ganger i uka med hovedvekt pa kneekstensjon og
beinpress med en belastning tilsvarende 40-60 % av 1RM. Denne treningen hadde ingen
effekt pa hverken p62, LC3-1 eller LC3-11. Hos de yngre forsgkspersonene, som ogsa
var med i denne studien, gkte derimot LC3-11 som falge av tilsvarende
styrketreningsperiode, men siden det i dette tilfellet ikke sa ut til at autofagien var
stimulert av en periode med styrketrening kan det kanskje vare for tidlig & konkludere

med at styrketrening over tid oppregulerer autofagi hos eldre mennesker.

Det er viktig a understreke at statiske malinger av mRNA eller proteininnhold ikke kan
male den faktiske autofagihastigheten. LC3-II-innhold vil vaere pavirket av
autofagihastigheten, men LC3-11 alene vil ikke kunne skille mellom gkning eller
reduksjon i hastigheten (Tanida, Minematsu-Ikeguchi, Ueno & Kominami, 2005). For &
fa mer informasjon om autofagiprosessen er man derfor avhengig av @ male andre
proteiner i tillegg, og gjerne gjere malinger av mRNA ogsa (Rubinsztein, Marino, &
Kroemer, 2011). I mangel pa tilstrekkelig mengde studier pA mennesker omtales det
mye forskning pa gnagere i denne oppgaven. Det er apenbart ikke ideelt & relatere
dyremodeller til studier av mennesker, men denne forskningen gir oss likevel nyttig
informasjon med tanke pa at motstandstrening forarsaker mange av de samme

muskulaere adaptasjonene hos gnagere som hos mennesker (Philippe et al., 2015).

2.4.7 Autofagi og akuttrespons av treningsgkter og proteinsupplement
Fa studier har undersgkt akutteffekt av en styrketreningsgkt og proteinsupplement pa
autofagistimulerende proteiner hos eldre mennesker, men data fra dyrestudier og yngre
kan gi oss relevant informasjon. He et al. (2012) fant en akutt gkning i LC3-11/LC3-I1-
ratioen og en reduksjon i p62 nar de analyserte lysater fra cerebral cortex i hjernen ved
lap til utmattelse hos yngre mus. | en annen studie av Fritzen et al. (2016) ble det gjort
malinger i muskelprgver fra m. vastus lateralis hos mus ved lgp pa submaksimal
belastning (50 % av maksimal hastighet). | denne studien var p62 uendret, mens LC3-

[1/LC3-1-ratioen gkte. Det ser altsa ut til at en utholdenhetstreningsgkt stimulerer
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autofagien, og dette ser ogsa ut til a kunne veere tilfellet hos eldre. Lenhare et al. (2017)
paviste nettopp dette da de testet eldre mus i forbindelse med en times lang gkt med
svemming der de mélte autofagimarkarer i muskel i helhomogenatprgver. Atte timer
etter gkta var p62 redusert, LC3-1 uendret mens LC3-11 gkte. ULK-1-fosforylering,
ATG5 og ATG7 gkte ogsa.

Styrketrening ser ut til & gi en litt annen akutt respons i autofagien hos mennesker. | en
studie av Fry et al. (2012) gjennomfarte eldre kvinner og menn (70+2 ar) en
styrketreningsgkt med 8 serier kneekstensjon pa 70 % av 1RM med 10 repetisjoner.
Biopsier fra m. vastus lateralis ble tatt 3, 6 og 24 timer etter gkta, og LC3-11/LC3-I-
ratioen i helhomogenat var signifikant redusert pa alle tre tidspunkt. Det var forgvrig
ingen forskjell nar de sammenlignet responsen med yngre. Ved a ta en naermere titt pa
denne studien kan man se at de eldre har relativt lik fettfri masse og muskelmasse som
de yngre. Dermed kan responsen vaere en annen hos eldre med lavere funksjonsniva. |
en nyere studie av Hentila et al. (2018) ble det malt autofagimarkarer i helhomogenat i
etterkant av en styrketreningsgkt hos bade eldre og yngre utrente mennesker. De eldre
deltakerne i denne studien var 61+6 ar og gjennomfarte en gkt bestaende av beinpress
med 5 serier pa 10 RM. Fartidtte timer etter gkta var p62, LC3-1 og LC3-I1 uendret.
Derimot var responsen en annen hos de yngre (26+44r). Hos de yngre var bade p62 og
LC3-1 uendret, mens LC3-11 var redusert en time etter styrketreningsgkta. Derimot
hadde bade p62, LC3-1 og LC3-11 gkt 48 timer etter gkta. Autofagien ser, ifglge denne
studien, ut til & vaere oppregulert som falge av en styrketreningsgkt hos yngre, men ikke
hos eldre, og denne effekten blir farst tydelig to dggn etter styrketreningsgkta.
Tidspunktet muskelbiopsiene tas pa ser med andre ord ut til & vaere avgjgrende for
hvilken ekspresjon vi ser av de ulike autofagimarkgrene. En biopsi vil bare representere
et yeblikksbilde, og resultatene fra disse studiene ma derfor tolkes med forsiktighet. |
tillegg vil hvilken fraksjon man maler i, og om ser endring mellom fraksjoner vere av

betydning for hvordan man tolker disse endringene.

Studier av dyremodeller indikerer at proteininntak alene vil redusere proteinnedbrytning
hos eldre (Nagasawa, Kido, Yoshizawa, Ito, & Nishizawa, 2002; Nakashima, Ishida,
Yamazaki, & Abe, 2005). Glynn et al. (2010) har demonstrert at hgyere dose av den
essensielle aminosyren, leucin, uten trening, kan redusere muskelproteinnedbrytning

hos yngre, mest sannsynlig gjennom a pavirke hastigheten pa autofagien. Malingene
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deres i helhomogenatprever viste en reduksjon i LC3-11 en time etter proteininntak og to
timer etter en styrketreningsgkt, mens LC3-1 var uendret. Videre studerte Dickinson et
al. (2017) eldre, og fant en signifikant reduksjon i mengden LC3-11 i helhomogenat to
timer etter en styrketreningsgkt og proteininntak, noe som indikerer svekket autofagi i
dette tidsrommet. Interessant nok steg nivaet av LC3-11 sapass mye det pafalgende
dagnet slik at det 24 timer senere ikke lenger var forskjell fra baseline. Allikevel, hayere
inntak av leucin sa ut til & favorisere en stgrre reduksjon i basal nedbrytning av
autofagosomer 24 timer etter treningsgkta (Dickinson et al., 2017). Hgyere inntak av
leucin vil gi en starre mengde leucin tilgjengelig intracelluleert, noe som ved flere
anledninger har vist seg a fare til en reduksjon i LC3-I1 i helhomogenatpraver (Glynn et
al., 2010; Yan et al., 2012).

2.4.8 Sammendrag

Med aldring reduseres muskelkvaliteten, malt som maksimal styrke relativt til
muskeltverrsnitt. Ubiquitin-proteasom-systemet og autofagi serger for a fjerne
dysfunksjonelle proteiner i muskelcellene, og hvis overflgdige og skadelige proteiner
ikke blir brutt ned kan de hemme muskelfunksjonen. En rekke studier pa dyr, der de har
malt autofagimarkarer, indikerer en aldersrelatert reduksjon i autofagi. Det er derfor
mulig at svekkelser i autofagien kan ha sammenheng med endringer i muskelkvalitet
med aldring. Autofagiprosessen sgrger for a bryte ned de starste proteinkomponentene i
cytosol ved a danne en vesikkel, et autofagosom, rundt proteinene som skal brytes ned.
De autofagiregulatoriske proteinene, p62, LC3-1 og LC3-11 spiller en avgjarende rolle
for dannelsen av autofagosomene, og mengden av disse proteinene har i flere studier
vist seg a veere forskjellig hos eldre i forhold til yngre. Perioder med styrketrening har
vist seg a kunne reversere aldersrelaterte endringer i autofagi bade hos rotter og
mennesker, blant annet ved at LC3-11 gkte i de fleste av disse tilfellene, noe som
indikerer flere autofagosomer etter en treningsintervensjon. Som fglge av en akutt
styrketreningsgkt og proteininntak viser imidlertid noen studier redusert LC3-11/LC3-I-
ratio hos eldre i de fgrste timene etter gkta, og det ser ut til at biopsitidspunkt er

avgjarende for hvilken ekspresjon vi ser av de ulike proteinene.

Det eksisterer lite forskning pa autofagi og aldring hos mennesker, og svert fa har
undersgkt effekten av styrketrening pa autofagi hos eldre mennesker. | denne studien

gnsket vi derfor & undersgke hvordan styrketrening, akutt og over tid, pavirker viktige
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regulatorer av autofagi hos eldre kvinner og menn med redusert funksjonsniva. Den
aldersrelaterte reduksjonen i muskelkvalitet har store konsekvenser for den daglige
funksjonsevnen. Hvis man far en bedre forstaelse for hvilke celluleere endringer som
ligger til grunn, vil man ha bedre forutsetninger for a utvikle strategier som kan bremse

eller motvirke nedgangen i muskelkvalitet.
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3. Metode

Resultatene i denne masteroppgaven er hentet fra STAS (Styrketrening, aldring og
sarkopeni), gjennomfart pa Norges idrettshggskole. Datainnsamlingen ble gjort i to
runder, hgsten 2016 og hgsten 2017. Hensikten med prosjektet var & undersgke faktorer
som pavirker muskelkvaliteten hos eldre med lavt funksjonsniva og hvordan 10 uker
med tung styrketrening pavirker disse faktorene. Prosjektet ble godkjent av regional
komite for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk, Sgr-@st Norge og gjennomfart i
trad med Helsinkideklarasjonen. Forsgkspersonene signerte informert samtykke og ble
informert om potensielle risikoer ved a delta i prosjektet (vedlegg 1).

Prosjektet i 2017 ble gjennomfart med utgangspunkt i tilsvarende prosjekt i 2016.
Hasten 2016 fullfgrte 14 forsgkspersoner, 7 i intervensjonsgruppa og 7 i kontrollgruppa.
Pa grunn av det lave antallet deltakere, ble det hgsten 2017 og vinteren 2018
gjennomfart en ny runde. | denne oppgaven benyttes resultater fra begge rundene av
prosjektet. Det ble gjennomfart en omfattende mengde tester i begge rundene av STAS-
prosjektet, men denne metodedelen vil kun beskrive testene som er relevante for a

besvare problemstillingene presentert innledningsvis.

3.1 Studiedesign

Prosjektet ble gjennomfart som en kontrollert randomisert studie. Forsgkspersonene ble
randomisert til to grupper, en intervensjonsgruppe (ST+PRO) og en kontrollgruppe
(PRO). Intervensjonsgruppa gjennomfarte en 10-ukers treningsperiode med tung
styrketrening to ganger per uke og inntok proteintilskudd (333ml Tine styrk) hver dag
gjennom hele perioden. Kontrollgruppa inntok ogsa det samme proteintilskuddet daglig
i samme periode, men gjennomfarte ikke noe trening. Kontrollgruppa fikk tilbud om
tilsvarende treningsoppfalging i 10 uker etter endt intervensjon og to av deltakerne i
kontrollgruppa i 2016-prosjektet ble testet pa nytt etter treningsperioden. Resultatene fra
disse er inkludert i denne oppgaven. Vi gnsket at funksjonsnivaet skulle vare likt i de to
gruppene, og det ble derfor gjennomfart en stratifisert randomisering basert pa relativ

muskelstyrke, stoltest og ganghastighet.
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3.2 Utvalg

3.2.1 Rekruttering

I Igpet av prosjektet ble 30 forsgkspersoner i alderen 67-96 ar rekruttert fra sykehjem,
aldershjem og boliger tilknyttet seniorsentre i Oslo (19 i ST+PRO og 14 i PRO). Til
sammen fullfgrte 25 deltakere prosjektet, 12 i ST+PRO og 13 i PRO. Informasjonsskriv
ble utdelt til potensielle forsgkspersoner, og bade forsgkspersoner og ansatte ved
sykehjem/eldresentre ble informert ved at representanter fra prosjektet reiste ut og
besgkte dem. | enkelte tilfeller ble i tillegg pargrende kontaktet og informert. P& grunn
av stort frafall i ST+PRO den fgrste runden av prosjektet i 2016, fikk deltakerne i PRO
tilbud om a gjennomfare samme treningsperiode som ST+PRO, for deretter a
gjennomfare tester pa nytt etter treningen. 7 deltakere i PRO gnsket a delta pa dette, og
fem av dem fullfgrte treningsperioden. Totalt presenteres derfor 17 deltakere i ST+PRO,
og 13 deltakere i PRO. Fem deltakere inngar i begge grupper. To deltakere i PRO tok
nye biopsier etter treningsperioden, og resultater fra disse og resten av testene til PRO
etter treningsperioden er inkludert i denne oppgaven. Antall forsgkspersoner for de ulike
variablene er varierende siden noen deltakere av ulike arsaker ikke kunne gjennomfare
enkelte tester. Vi fikk ikke biopsi fra enkelte deltakere pa grunn av medisinbruk, fordi vi
ikke greide a ta biopsi pa grunn av liten muskelbuk og/eller mye underhudsfett, og fordi

kvaliteten pa muskelbiopsiene i noen tilfeller ikke var tilfredsstillende.

3.2.2 Inklusjons- og eksklusjonkriterier

Fried Frailty Criteria ble brukt for & undersgke om forsgkspersonene var egnet for & bli
med i prosjektet (vedlegg 2). Den opprinnelige Fried Frailty Criteria bestar av fem
forskjellige faktorer (vektreduksjon, svakhet, darlig utholdenhet, treghet og lavt
aktivitetsniva) som gir en score fra 0-5 poeng (Fried et al., 2001). En eldre person (>65
ar) blir regnet som skrgpelig hvis tre eller flere av disse kriteriene er oppfylt. Personer
som oppfyller ett eller to av kriteriene regnes som «pre-skrgpelige». Alle personene som
ble karakterisert som «skrgpelige» ble inkludert i prosjektet. | tillegg ble personer
karakterisert som «pre-skrgpelige» inkludert hvis de oppfylte to av falgende tre
kriterier: svakhet, treghet, lavt funksjonsniva. Alle potensielle forsgkspersoner
gjennomfarte i tillegg Short Physical Performance Battery (SPPB) (vedlegg 3) far
inkludering. Personer med lav score (0-6) pa SPPB-testen ble regnet som kvalifisert for
deltakelse, uavhengig av kategorisering basert pa Fried criteria for frailty. Det ble ogsa
gjennomfart maling av blodtrykk og blodprofil (kolesterol, glukose, triglyserider), og
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alle forsgkspersonene matte fylle ut egenerklaring om helse (vedlegg 4) som grunnlag
for & vurdere helserisiko ved deltakelse. Personer med muskelsykdommer eller
helseproblemer som umuliggjorde testing og/eller trening ble ekskludert. 1 tillegg ble

personer med laktoseintoleranse eller melkeallergi ekskludert.

3.3 Testing

Samtlige tester beskrevet i denne metodedelen ble gjennomfgrt pa Norges
idrettshggskole, med unntak av Computed Tomography (CT), som ble gjennomfart pa
Aleris Ragntgen (Oslo City).

3.3.1 Maksimal styrke (1RM)

Maksimal styrke ble testet i ett-beins kneekstensjon i et Gym2000-apparat (Gym
Equipment, Vikersund, Norway) pa hvert bein separat (unilateralt). Oppvarmingen
bestod av 5 minutter sykling pa 70 watt og en spesifikk oppvarming i
kneekstensjonsapparatet. Den spesifikke oppvarmingen bestod av tre sett med 10, 6 og
3 repetisjoner med gradvis gkende belastning. Deretter ble det gjennomfgrt maksimale
forsgk pa annenhvert bein helt til forsgkspersonene ikke lengre var i stand til a lafte
ytterligere vekt til godkjent hgyde. Det farste forsgket ble gjort pa en vekt 5-10 % under
forventet 1RM, og for hvert forsgk ble vekta gkt med omtrent 2,5-5 %. Hvert forsgk var
adskilt av 2-3 minutters pause. Under forsgkene ble forsgkspersonene instruert til a ta i
maksimalt, og de ble muntlig oppmuntret helt til de hadde nadd tilstrekkelig ekstensjon.
For a forhindre at forsgkspersonene benyttet seg av det andre beinet ble motsatt bein
fysisk holdt igjen under forsgkene. En pinne ble festet horisontalt over vektskivene for a
angi godkjent ekstensjon. Pinnen ble festet pa ulike steder avhengig av
forsgkspersonenes bevegelighet i kneleddet, men ble festet pa ngyaktig samme sted pa
post-testen. Forsgket ble godkjent sa lenge toppen pa den gverste vektskiva bergrte
pinnen. Alle innstillingene ble notert for hver forsgksperson pa pre-testene slik at de

samme innstillingene ble brukt pa post-testene.

3.3.2 Maksimal isometrisk voluntaer kontraksjon (IMVC)

IMVC ble testet pa begge bein separat (unilateralt) sittende i et kneekstensjonsapparat
(GYM 2000 Gym Equipment, Geithus, Norway) med 90 ° i kneleddet og ankelen
pressende mot en kraftcelle (HBM U2AC2, Darmstadt, Germany) festet til Labview 8.2

analysis software (National instr., Austin, Texas). Fer forsgkene varmet
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forsgkspersonene opp ved a sykle 5 minutter pa ergometersykkel. Deretter gjennomfarte
de tre submaksimale isometriske kontraksjoner med begge bein i
kneekstensjonsapparatet med 5 sekunders varighet pa 25, 50 og 75 % av maksimalt
dreiemoment. Hver oppvarmingskontraksjon var separert med 10 sekunders pause.
Forsgkspersonene gjennomfarte sa tre IMVC-forsgk med 5 sekunders varighet der de

ble instruert til & produsere maksimal kraft sa hurtig som mulig.

3.3.3 Stoltest

Stoltest ble gjennomfart pa samme standardiserte stol for alle deltakerne. Deltakerne ble
instruert til 4 reise seg 5 ganger fra stolen sa hurtig som mulig, og tiden ble malt med
stoppeklokke fra deltakerne startet bevegelsen til knarne var rettet ut pa den femte
repetisjonen. Under forsgkene fikk deltakerne beskjed om a holde armene pa brystet,
rette kneleddet fullstendig ut pa toppen av bevegelsen og lette beina fra gulvet far hver
repetisjon. Deltakerne fikk inntil tre forsgk, og testen ble avsluttet nar deltakerne ikke
var i stand til & forbedre resultatet sitt. Enkelte deltakere benyttet armene for a reise seg,

og i disse tilfellene ble dette notert og gjennomfart pd samme mate etter intervensjonen.

3.3.4 Ganghastighet

Tid pa 6 meter gange ble malt med fotoceller (Brower Timing Systems, USA).
Deltakerne ble farst instruert til & ga i sitt vanlige gangtempo og deretter ga sa raskt de
var i stand til uten a ta noen sjanser. Det ble gjennomfart tre forsgk pa hver av de to
hastighetene og deltakerne startet og avsluttet hvert forsgk med to meters avstand fra
fotocellene. Ved bruk av hjelpemidler som rullator eller stokk ble dette notert og
gjennomfgrt pa samme mate etter intervensjonen. | denne oppgaven presenteres kun

resultatet fra selvvalgt ganghastighet (vanlig gangtempo).

3.3.5 CT (Computed Tomography)

Far a fa informasjon om tverrsnittsareal og mengde ikke-kontraktilt vev ble det
gjennomfart CT-scan av hamstrings og quadriceps pa begge bein hos Aleris Rentgen pa
Oslo City far og etter intervensjonen. Bildene ble tatt pa 1/3, 1/2 og 2/3 av lengden
mellom trochanter major og leddspalte i kneet. | denne oppgaven benyttes kun resultatet

fra det midtre snittet pa m. quadriceps femoris.
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3.4 Akuttdag

Forsgkspersonene mgtte fastende pa NIH og inntok en standardisert frokost bestaende
av havregryn og vann. En time senere ble det tatt en muskelbiopsi fra m. vastus
lateralis. 30 minutter etter dette gjennomfarte forsgkspersonene en unilateral isometrisk
maksimal volunteer kontraksjons-test (IMVC). Deretter fulgte en styrketreningsgkt i
kneekstensjon som varte i 19 minutter. | denne gkta ble det gjennomfart 6 serier pa
estimert 8 RM, der hver serie startet hvert tredje minutt. @yeblikkelig etter gkta inntok
forsgkspersonene proteinsupplement (én enhet Tine Styrk). To og en halv time etter

endt treningsgkt ble det tatt en ny muskelbiopsi fra det samme snittet.

3.5 Muskelbiopsier

Muskelbiopsier ble tatt fra m. vastus lateralis mens forsgkspersonene 14 i en supinert
posisjon. Omradet for biopsitaking ble farst desinfisert med klorhexidin og deretter
lokalbedgvet (Xylocaine adrenaline, 10 mg- ml~+5 pl-ml~1, AstraZeneca, London,
UK). Etter bedgvelsen ble det laget et 1-2 cm langt, og 15-20 mm dypt snitt i huden og
muskelfasciaen med en skalpell. En 6 mm Bergstrom biopsinal (Pelomi, Albertslund,
Danmark) ble fgrt inn gjennom snittet og posisjonert i enten distal eller proksimal
retning. Der ble det tatt 1-3 sma muskelpraver (omtrent 150 mg totalt), og biopsinala
var koblet til en vakumsprayte for a trekke vevet inn i nala. Begge muskelbiopsiene pa
akuttdagen ble tatt fra det samme snittet, men i ulike retninger (distalt og proksimalt).
Etter at preven var tatt ble snittet lukket med strips, og muskelprgven ble renset for
eventuelle rester av bindevev, fett og blod fer de ble kuttet og lagt i eppendorfrer for
ulike formal. Pravene ble umiddelbart etter dette lagret i ultrafryser ved -80 ° inntil

videre analyser.

3.6 Trening

Etter at alle testene var gjennomfart startet ST+PRO-gruppa en 10 uker lang
treningsintervensjon med tung styrketrening for underekstremiteten to ganger i uka.
Treningen fant sted pa fire ulike eldresentre/sykehjem i Oslo med unntak av en
forsgksperson som trente pa Norges idrettshagskole. Forsgkspersonene hadde
oppfelging av instrukter pa hver treningsgkt. Programmet inkluderte beinpress,
kneekstensjon og tilpasset ettbeins-knebgy (tabell 3.1). Oppvarmingen bestod av 5
minutter sykling pa lav intensitet etterfulgt av step up pa kasse. Belastning ble gkt

gradvis gjennom perioden basert pa individuell progresjon hos hver forsgksperson. Med
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unntak av uke 1 ble alle gkter gjennomfart pa RM-belastning. Tabell 3.1 viser en

oversikt over treningsprogrammet.

Tabell 3.1: Styrketreningsprogrammet til ST+PRO.

Pkt 1 okt 2

Uke Dvelse Sett Reps Sett Reps
Beinpress 3 12 3 12

! Kneekstensjon 3 12 3 12
Beinpress 3 12 3 10

2-4 Kneekstensjon 3 12 3 10
Ettbeins knebgy 2 10 2 10
Beinpress 3 10 3

5-7 Kneekstensjon 4 10
Ettbeins knebgy 2 10 2 10

Beinpress
8-9 Kneekstensjon 4
Ettbeins knebgy

3.7 Proteinsupplement

Proteinsupplement ble inntatt umiddelbart etter treningsgkta pa akuttdagen og under den
10-uker lange intervensjonen ble det samme proteinsupplementet inntatt daglig i begge
grupper. Deltakerne ble instruert til & innta supplementet pa kvelden, med unntak av
treningsdagene for ST+PRO, da deltakerne ble instruert til & innta supplementet innen to
timer etter endt treningsgkt. Supplementet bestod av 330 ml Tine Styrk som tilsvarte
151,8 kcal, 3,5 g fett, 18,5 g karbohydrat og 17,8 g protein.

3.8 Analyser

3.8.1 Homogenisering og fraksjonering

En bit fra muskelvevsprgvene (ca. 50 mg) ble homogenisert ved a tilsette 1 ml
homogeniseringsbuffer (TPER®, TissueProtein Extraction Reagent, cat#78510, Thermo
Scientific Rockford, IL, USA), 20 ul Halt™ protease) og 35 pl phosphatase inhibitor
cocktail (cat#1861281, Thermo Scientific) og til slutt 20 pl EDTA (Cat#1861274,
Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). En annen muskelbit fra prgvene (ca. 50 mg) ble

fraksjonert til cytosol-, membran-, nuklezr- og cytoskjelettfraksjon ved hjelp av
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ProteoExtract® Subcellular Proteasome Extraction kit (Cat#539790, Calbiochem, EMD
Biosciences, Schwalbach, Tyskland). Pravene ble fordelt i 25ul rer og lagret i

ultrafryser ved -80 °.

3.8.2 Proteinmalinger

Proteinkonsentrasjon ble malt med RC/DC Protein assay kit (Bio-Rad, cat#5000121,
Herkules, CA, USA). Som standardprotein ble det brukt Bivine y-globin med 0,125;
0,25; 0,5; 1; 1,5 ug-ml~—1. Cytoskjelett ble fortynnet 1:6 med ultrarent vann slik at
proteinkonsentrasjonen for denne fraksjonen ogsa havnet innenfor det definerte
standardomradet. Triplikater med 5 ul av hver standard og 5 ul av hver prove ble
pipetert i en 96-brgnns mikroplate (Greiner Bio-One International AG, Kremsmiinster,
Germany). 25 pl reagens A*S (cat#500-0113 and #500-0115, Bio-Rad Laboratories
Inc., USA) og 200 pl reagens B ble deretter tilsatt hver bronn med multipipetter. Etter
minimum 15 og maksimalt 60 minutters inkubering i et markt skap ble mikroplata
analysert med ASY'S Expert 96 (Biochrom, Cambridge, UK) pa 690 nm.
Proteinkonsentrasjon (CV<10 %) ble kalkulert med KIM Immunochemical Processing
Software 32.

3.8.3 Western blot

Det ble gjennomfart elektroforese og western blot pa cytosol- og membranfraksjonerte
prgver for & undersgke nivaer og lokasjon av proteiner involvert i autofagi. Pravene ble
fortynnet med ultrarent vann (dH,O) og tilsatt sample buffer med 24/25 Laemmli (4x
Laemmli Sample buffer, cat#151-0610, Bio-rad Laboratories Inc., USA) og 1/25 5M
DTT (dithiothreitol, cat#161- 0610, Bio-Rad Laboratories Inc., USA). Prgvelgsningene
ble varmet pa varmeblokk pa 70 ° i 10 minutter fgr de ble pipetert i en 10-brgnners
Stain-free gel (Mini-PROTEAN® 36 TGX Stain-Free™Gels, cat#456-8094, Bio-Rad
Laboratories Inc., USA). 5 ul vektmarkear (Protein Ladder PS 11, cat#310005, GeneOn.,
Germany) ble pipetert i farste og siste bragnn av hver gel og en kontrollprave ble pipetert
I brann 2 og 7. 30 pl av hver prgvelgsning ble pipetert i de resterende 6 brgnnene med
duplikater pa en ny identisk gel. Cytosol- og membranfraksjon ble analysert pa separate
geler, og fraksjonene for hver enkelt forsgksperson ble analysert pa samme gel.
Elektroforese ble kjart med romtemperert running buffer pa 200 volt i 30-40 minutter
(MiniPROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad) eller til merket for 10,5kDa vandret ut av

gelen.
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For a kontrollere for tilsettingsfeil og aktivere tryptofan ble gelene eksponert for UV-lys
I 2 minutter og 30 sekunder i Bio-Rad ChemiDoc™ MP System (#170-8280, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA), og de ble deretter lagt i transferbuffer i 15 minutter.
PVDF-membraner (cat#162-0177, Bio-Rad, CA, USA) ble aktivert ved a ligge 30
sekunder i metanol (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA), 30 sekunder i
dH,0, 2 nye minutter i nytt dH,O og deretter 15 minutter i transferbuffer.

Proteiner ble overfert fra gel til membran med Criterion™ Blotter (BioRad, CA, USA)
pa 100 volt i 60 minutter i kald transferbuffer. For & kontrollere overfgringen ble det
igjen tatt bilde av membran og gel. Deretter ble membranene blokkert i 5 % skummet
melkelgsning (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) i TBS-t (10X Tris
Buffered Saline, cat#170-6435, Bio-Rad, CA, USA & 0,1 % Tween® 20, cat#P7949-
100 ml, Sigma Aldrich) i to timer ved romtemperatur. Etter blokkering ble membranene
kuttet i mindre deler basert pa vekten til de aktuelle proteinene; p62 (62 kDa) og LC3B
(14 og 16 kDa), og inkubert med primeere antistoff (tabell 3.2) ved 4 ° over natt pa et

ristebrett.

Neste dag ble membranene vasket med TBS-t i 15 minutter og deretter 3x5 minutter i
TBS far de ble inkubert i sekundeert antistoff fortynnet 1:3000 i 1% skummet
melkelgsning med TBS-t. Etter inkubering med sekundeert antistoff ble membranene
igjen vasket med samme prosedyre. Membranene ble sa inkubert i 5 minutter med
Chemiluminescent Substrate SuperSignal WestDura® (Extended Duration Substrate,
Thermo Scientific, cat#34076, Rockford, IL, USA) fer det ble tatt bilder med
ChemiDocTM MP Imaging System og analysert med Image Lab™ Software (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Figur 3.1 og 3.2 viser representative proteinband i

cytosol- og membranfraksjon.

Tabell 3.2: Oversikt over primare og sekundzre antistoff.

Antistoff Produsent Vertsdyr Fortynning Cat.no
SQSTM/p62 Cell signalling  Kanin 1:2000 #5114

Primart

antistoff LC3B (LC3log oy signalling  Kanin 1:1000 #2775
LC3lIl)

Sekundeert Anti-rabbit 1gG . . . )

antistoff HRP-linked AB Cell signalling  Geit 1:3000 #7074
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Figur 3.1: Representative proteinband i cytosolfraksjon. Tallene indikerer
biopsirekkefglge der 1 og 2 er fra akuttdag 1 mens 3 og 4 er fra akuttdagen etter
intervensjonen.
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Figur 3.2: Representative proteinband i membranfraksjon. Tallene indikerer
biopsirekkefglge der 1 og 2 er fra akuttdag 1 mens 3 og 4 er fra akuttdagen etter
intervensjonen.

3.9 Statistikk

Data er presentert som gjennomsnitt + standardavvik (xSD). Statistiske analyser ble
gjort i Microsoft® Excel 2016 og Prism® (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA). For a avgjere om data var normalfordelt ble Shapiro-Wilk-test og D’ Agostino-
Pearson-test brukt, i tillegg til visuell vurdering av normalfordelingsplot. For
normalfordelte data ble uavhengig t-test brukt for 8 sammenligne ST+PRO og PRO, og
paret t-test ble brukt for & beregne endring innad i hver gruppe. Data som ikke var
normalfordelte ble beregnet med Mann-Whitney U (for sammenligning mellom
ST+PRO og PRO) og Wilcoxon-test (innad i hver gruppe). P-verdi<0,05 ble brukt som

signifikansniva.
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4. Resultater

4.1 Baseline verdier

Kontrollgruppen, som bare fikk protein (PRO), hadde hgyere vekt (p<0,05), BMI
(p<0,001) og fettprosent (p<0,01) sammenlignet med treningsgruppen som bade
gjennomfarte styrketrening og inntok protein (ST+PRO). Det var imidlertid ingen
forskjeller mellom gruppene i noen av de fysiske testene ved baseline. Alder, kjgnn,
hgyde, fettfri masse, fettfri masse i beina og SPPB score var heller ikke forskjellig
mellom ST+PRO og PRO ved baseline.

Tabell 4.1: Oversikt over deltakerne i ST+PRO og PRO ved baseline. * indikerer
signifikant forskjell mellom gruppene (p<0,05).

ST+PRO (n=19) PRO (n=14)
Alder (ar) 87,6+7,3 83.716,4
Kjgnn 4=10 2=9 3=8 =6
Vekt (kg) 64,1+13,0 75,7+13,3 *
Hgyde (m) 1,740,1 1,740,1
BMI (vekt/m?) 23,2+3,5 27,0£3,4*
Fettprosent (%) 30,8+7,1 38,5+5,8 *
Fettfri masse (kg) 42,6£7,9 45,349,3
Fettfri masse i beina (kg) 14,1£3,0 15,7442
1RM kneekstensjon snitt (kg) 17,54+6,9 21,2494
Sit-to-stand (s) 19,2+18,6 18,3£19,9
Ganghastighet (m/s) 0,66+0,24 0,75+0,23
SPPB score 5,6£2,8 5,631

4.2 Endring i kroppsvekt og fettfri masse i beina

Det var ingen endring i kroppsvekt som fglge av intervensjonen i hverken ST+PRO
eller i PRO, og det var ingen forskjell i endring mellom de to gruppene (resultat ikke
vist). Fettfri masse i beina gkte signifikant hos ST+PRO med 0,34 +0,55 kg, og fettfri
masse i beina var uendret hos PRO (resultat ikke vist). ST+PRO hadde en tendens til

starre endring i fettfri masse i beina sammenlignet med PRO (p<0,1).
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4.3 1 RM kneekstensjon

Maksimal styrke (IRM) i unilateral kneekstensjon, malt som gjennomsnitt av hgyre og
venstre bein, gkte med 18+15 % i ST+PRO og var uendret i PRO (figur 4.1). Endringen
i ST+PRO var signifikant stgrre enn i PRO (p<0,05).
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Figur 4.1: Endring i 1 RM kneekstensjon som fglge av intervensjon i ST+PRO, PRO og
% endring fra baseline innad i de to gruppene. *=signifikant forskjell fra pre (p<0,05).
#=signifikant forskjell mellom gruppene (p<0,05). Stiplet linje indikerer niva ved
baseline.

4.4 Tverrsnitt (CT)

Tverrsnitt av m. quadriceps femoris malt med computertomografi (CT) gkte med
7,5+5,7 % ST+PRO og var uendret i PRO (figur 4.2). Endringen i tverrsnitt i ST+PRO
var signifikant sterre enn i PRO (p<0,01).
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Figur 4.2: Endring i tverrsnitt av m. quadriceps som fglge av intervensjon i ST+PRO,
PRO og % endring fra baseline innad i de to gruppene. *=signifikant forskjell fra pre
(p<0,05). #=signifikant forskjell mellom gruppene (p<0,05). Stiplet linje indikerer niva
ved baseline.
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4.5 Korrelasjon mellom 1RM og tverrsnitt
Det var en signifikant, moderat korrelasjon mellom endring i 1RM kneekstensjon og
endring i tverrsnitt i m. quadriceps (r=0,58) (figur 4.3).
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Figur 4.3: Korrelasjonsplott mellom endring i 1RM kneekstensjon og endring i
tverrsnitt i m. quadriceps som fglge av intervensjon hos ST+PRO.

4.6 Muskelkvalitet

4.6.1 Endringer i muskelkvalitet

Muskelkvalitet (LRM kneekstensjon/tverrsnitt av m. quadriceps) gkte med 9,9+12,0 % i
ST+PRO og 8,5+10,5 % i PRO (figur 4.4). Det var ingen forskjell mellom gruppene i

endring av muskelkvalitet.
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Figur 4.4: Endring i muskelkvalitet som falge av intervensjon i ST+PRO, PRO og %
endring fra baseline innad i de to gruppene. *=signifikant forskjell fra pre (p<0,05).
Stiplet linje indikerer niva ved baseline.
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4.7 Funksjonelle tester

4.7.1 Stoltest
Tid pa stoltest var ikke signifikant endret innad i ST+PRO eller PRO, men det var en

signifikant forskjell (p<0,05) mellom de to gruppene i endring (figur 4.5). Det var en
tendens (p<0,1) til redusert tid i ST+PRO.
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Figur 4.5: Endring i tid pa stoltest som falge av intervensjon i ST+PRO, PRO og %
endring fra baseline innad i de to gruppene. #=signifikant forskjell mellom gruppene.
Stiplet linje indikerer niva ved baseline.

4.7.2 Selvvalgt ganghastighet )

Selvvalgt ganghastighet i PRO var redusert med 9,8+15,4 % etter intervensjonsperioden
(figur 4.6). I ST+PRO var selvvalgt ganghastighet uendret som fglge av intervensjonen
(figur 4.6). Det var ingen forskjell mellom ST+PRO og PRO nar vi sammenlignet

endringene mellom de to gruppene.
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Figur 4.6: Endring i selvvalgt ganghastighet som fglge av intervensjon i ST+PRO, PRO
0g % endring fra baseline innad i de to gruppene. *=signifikant forskjell fra pre
(p<0,05). Stiplet linje indikerer niva ved baseline.
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4.8 Intracelluleer signalering og respons pa styrketreningsokt
og/eller proteintilskudd

Det ble i dette prosjektet gjennomfart to akuttdager, men siden akuttresponsen ikke ble

pavirket av intervensjonen, presenteres kun resultater fra akuttdag 1.

4.8.1 p62
Mengden p62 i cytosol- (figur 4.7) og membranfraksjon (resultat ikke vist) var uendret

etter styrketreningsgkt og inntak av proteinsupplement.
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Figur 4.7: Akutt respons for p62 i cytosolfraksjon i ST+PRO, PRO, og % endring fra
baseline innad i de to gruppene. Stiplet linje indikerer niva ved baseline.

4.8.2 LC3-I

LC3-1 i cytosolfraksjon gkte signifikant akutt som felge av styrketreningsgkt og
proteinsupplement hos ST+PRO (p<0,01), og var uendret ved kun proteinsupplement
hos PRO (figur 4.8). I membranfraksjon var mengden LC3-1 uendret i begge grupper
(resultat ikke vist).

2.0

-
o

ol (% endring)

LC3-lIcytosol (AU)
-
o

o
o
LC3-lIcytos
[

.4.

0.0

< <
® ST+PRO  0° < PRO o

Figur 4.8: Akutt respons i LC3-1 i cytosolfraksjon i ST+PRO, PRO og % endring fra
baseline innad i de to gruppene. *=signifikant forskjell fra pre (p<0.05). #=signifikant
forskjell mellom gruppene (p<0.05). Stiplet linje indikerer niva ved baseline.
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453 LC3-I

| ST+PRO var LC3-11 signifikant redusert i bade cytosol- (p<0,01) (figur 4.9) og
membranfraksjon (p<0,001) (figur 4.10). Ogsa i PRO ble det observert en signifikant
reduksjon i cytosol- (p<0,05) (figur 4.9) og membranfraksjon (p<0,01) (figur 9.10). Det
var ingen forskjell mellom endring i ST+PRO og endring i PRO.
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Figur 4.9: Akutt respons i LC3-11 i cytosolfraksjon i ST+PRO og PRO. *=signifikant
forskjell fra pre (p<0.05).
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Figur 4.10: Akutt respons i LC3-11 i membranfraksjon i ST+PRO og PRO.
*=signifikant forskjell fra pre (p<0.05).

4.9 Intracelluleer signalering og intervensjon

49.1 p62
Ingen endringer ble observert i mengden p62 som fglge av intervensjon i cytosol- (figur

4.11) og membranfraksjon (figur 4.12) hverken i ST+PRO eller i PRO, men det var en
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tendens til reduksjon i p62 i cytosolfraksjon hos PRO (p<0,1) (figur 4.11). Endring i
mengde p62 i membranfraksjon som fglge av intervensjon var signifikant forskjellig
(p<0,05) mellom ST+PRO og PRO (figur 12).
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Figur 4.11: Respons i p62 som fglge av intervensjon i cytosolfraksjon i ST+PRO, PRO
0g % endring fra baseline innad i de to gruppene. Stiplet linje indikerer baseline-niva.
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Figur 4.12: Respons i p62 som fglge av intervensjonen i membranfraksjon i ST+PRO,
PRO og % endring fra baseline innad i de to gruppene. #=signifikant forskjell mellom
gruppene (p<0.05). Stiplet linje indikerer niva ved baseline.

4.9.2 LC3-logLCall
| begge grupper var mengden LC3-1 og LC3-11 uendret i bade cytosol- og

membranfraksjonen (figur 4.13-4.15) som fglge av intervensjonen.
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Figur 4.13: Respons i LC3-1 i membranfraksjon som fglge av intervensjon i ST+PRO,
PRO og % endring fra baseline innad i de to gruppene. Stiplet linje indikerer niva ved
baseline.
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Figur 4.14: Respons i LC3-11 i cytosolfraksjon som fglge av intervensjon i ST+PRO,

PRO og % endring fra baseline innad i de to gruppene. Stiplet linje indikerer niva ved
baseline.
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Figur 4.15: Respons i LC3-11 i membranfraksjon som fglge av intervensjon i ST+PRO,
PRO og % endring fra baseline innad i de to gruppene. Stiplet linje indikerer niva ved
baseline.
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4.10 Sammendrag intracelluleer signalering

Tabell 4.2: Oversikt over resultatene for de ulike proteinene. <>=ingen endring.
1 =signifikant okning (p<0,05). | =signifikant reduksjon (p<0,05). N=Tendens til
reduksjon (p<0,1). #=signifikant forskjell mellom gruppene (p<0,05).

Akutt Intervensjon

ST+PRO PRO ST+PRO PRO
p62 cytosol — — P N
p62 membran > > PN o #
LC3-1 cytosol 1 o # - VRN
LC3-1 membran “ o — -
LC3-11 cytosol ! ! - VRN
LC3-1l membran ! ! <—> o
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5. Diskusjon

Hovedhensikten med denne studien var a undersgke hvordan styrketrening pavirker
markarer for autofagi og muskelkvalitet hos eldre med lavt fysisk funksjonsniva.
Muskelstyrke i 1RM kneekstensjon, fettfri masse i beina og tverrsnitt av m. quadriceps
gkte som falge av 10 uker med styrketrening og proteinsupplementering. Styrketrening
0g proteinsupplement, og proteinsupplement alene, farte til en akutt reduksjon i LC3-11
i cytosol- og membranfraksjon. LC3-1 i cytosolfraksjon gkte derimot akutt kun som
folge av styrketreningsgkt og proteininntak. LC3-1, LC3-11 og p62 var uendret som
folge av 10 uker med styrketrening og proteinsupplementering i bade cytosol- og
membranfraksjon. Det var imidlertid en signifikant forskjell mellom gruppene i p62 i
membranfraksjon som fglge av intervensjonen, og denne forskjellen var drevet av en
trend til reduksjon i ST+PRO og en trend til gkning i PRO. Muskelkvalitet malt som
1RM kneekstensjon relatert til tverrsnitt av m. quadriceps malt med CT var bedret etter

10 uker med styrketrening og proteinsupplementering.

5.1 Fettfri masse i beina

Gruppa som gjennomfarte styrketrening gkte fettfri masse i beina med 0,34 kg. Denne
gkningen var noe mindre enn forventet, men det var relativt stor individuell variasjon i
treningseffekt. | en metaanalyse av 49 studier gkte fettfri masse med 1,1 kg i
gjennomsnitt hos eldre >50 ar som trente styrketrening (Peterson, Sen, & Gordon,
2011). Denne metaanalysen oppgir imidlertid endringen i fettfri masse i hele kroppen,
og i alle disse studiene ble det gjennomfart helkroppsstyrketrening, mens det i var
studie primeert ble gjennomfart gvelser for underekstremiteten. Styrketrening har vist
seg a fare til en starre prosentvis gkning i muskelmasse i overekstremiteten (Abe,
DeHoyos, Pollock, & Garzarella, 2000), men mesteparten av muskelmassen er
distribuert i underekstremiteten bade hos kvinner og menn (Janssen, Heymsfield, Wang,
& Ross, 2000). Ved a gjere en vurdering av disse tallene kan vi ansla at litt i overkant
av 50 % av gkningen i fettfri masse kom i underekstremiteten i Peterson et al. (2011) sin
studie, noe som betyr at vi fortsatt burde forventet en starre gkning enn 0,34 kg.
Gjennomsnittlig intervensjonsvarighet i studiene i metaanalysen til Peterson et al.
(2011) var 21 uker, og deltakerne var yngre (gjennomsnittlig 65 ar), noe som kan
forklare noe av forskjellen vi ser fra var studie. | var studie ble det gjennomfart kun to

styrketreningsgkter i uka, mens det i mange av studiene i metaanalysen ble gjennomfart
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tre gkter i uka. | var studie ble det dessuten kun gjennomfart to hovedgvelser pa beina,

noe som gjorde at den aktive muskelmassen i beina var begrenset.

5.2 Endring i 1RM kneekstensjon

Maksimal styrke, malt som 1RM kneekstensjon gkte med 18 % hos gruppa som trente
styrketrening i 10 uker. Denne gkningen er noe mindre enn hva som er funnet i de fleste
tidligere studier (Peterson, Rhea, Sen, & Gordon, 2010), men det er viktig a papeke at
det var stor variasjon i endring i 1RM mellom forsgkspersonene vare. Peterson et al.
(2010) lister opp 28 studier som har malt endring i 1RM kneekstensjon etter en periode
med styrketrening hos eldre. I gjennomsnitt gkte deltakerne 1RM med 33 % (Peterson
et al., 2010). Mange av disse intervensjonene var av lengre varighet og med tre gkter per
uke, noe som kan forklare hvorfor gkningen i maksimal styrke er stgrre i disse studiene.
Intervensjonene var i gjennomsnitt 17,6 uker lange med 2,7 gkter per uke (Peterson et
al., 2010), og hvis man vurderer styrkefremgang per treningsgkt er vart resultat i god
overensstemmelse med metaanalysen til Peterson et al. (2010).

5.3 Muskeltversnitt

Tverrsnitt i m. quadriceps malt med CT gkte med 8 % som fglge av 10 uker med
styrketrening i kombinasjon med proteinsupplementering. Dette var ganske som
forventet med bakgrunn i tidligere studier som har vist omtrent den samme gkningen
nar tverrsnittet av m. quadriceps males med CT eller magnetresonanstomografi (MRI)
(Ferri et al., 2003; Hakkinen, Pakarinen, Newton, & Kraemer, 1998; Treuth et al.,
1994), selv om andre studier har vist en litt mindre gkning (Fiatarone et al., 1994;
Frontera, Meredith, O'Reilly, Knuttgen, & Evans, 1988; Harridge, Kryger, &
Stensgaard, 1999). Fiatarone et al. (1994), Treuth et al. (1994) og Frontera et al. (1988)
malte til forskjell tverrsnittet av hele laret og ikke bare quadriceps, noe som kan forklare
noe av variasjonen. | en nyere metaanalyse av Stewart, Saunders & Greig (2014) var
gjennomsnittlig gkning i tverrsnittet i m. quadriceps 2-9 % hos eldre individer (>70 ar)
som trente styrketrening, og vart resultat ser dermed ut til a veere i den hgyere enden av
dette intervallet. To av vare forsgkspersoner gkte imidlertid ikke muskeltverrsnittet i m.
quadriceps. Den ene av disse gkte allikevel 1IRM med 17 %, mens 1RM var uendret hos

den andre.
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Det var en moderat korrelasjon mellom endring i tverrsnitt av m. quadriceps femoris og
endring i 1RM kneekstensjon (r=0,58). Dette indikerer at gkningen i tverrsnitt kan

forklare deler av endringen i 1RM kneekstensjon.

5.4 Muskelkvalitet

Som fglge av intervensjonen gkte muskelkvaliteten (LRM kneekstensjon relatert til
tverrsnitt av m. quadriceps) med 10 % i ST+PRO og 9 % i PRO. @kningen i 1RM
kneekstensjon var sapass mye starre enn gkningen i tverrsnitt hos ST+PRO slik at denne
gruppa gkte muskelkvaliteten signifikant. @kningen i muskelkvalitet hos PRO var noe
uventet, og denne gkningen var drevet av en svak gkning i 1RM kneekstensjon og
uendret tverrsnitt. PRO opplevde altsa en gkning i 1RM kneekstensjon til tross for at
tverrsnittet var uendret, og derfor kan gkningen veere et resultat av utilstrekkelig
tilvenning. 1 sa fall indikerer dette at ogsa styrkeframgangen i ST+PRO er litt
overestimert, slik at gkningen i muskelkvalitet kanskje reelt sett er litt mindre i begge
grupper. Samtidig er det en mulighet at proteinsupplementet kan ha forarsaket gkningen
i muskelkvalitet, siden begge gruppene opplevede den samme gkningen. @kningen i
muskelkvalitet stemmer noksa godt med Tracy et al. (1999) og Ivey et al. (2000) sine
studier. Begge disse studiene malte 1RM i kneekstensjon og quadriceps-tverrsnitt med
MRI etter 9 uker med styrketrening og rapporterte en gkning i muskelkvalitet pa
henholdsvis 15 og 12 %.

5.5 Funksjonelle tester

ST+PRO reduserte tid pa stoltest med 12 % (ikke signifikant) mens PRO gkte tiden med
10 % (ikke signifikant). Studier som har undersgkt styrketrening sin effekt pa stoltest
viser motstridende resultater der enkelte studier viser en forbedring, mens andre ikke
viser noen endring (Chale et al., 2013; Dias et al., 2015; Pinto et al., 2014; Schot,
Knutzen, Poole, & Mrotek, 2003). Pa selvvalgt ganghastighet forbedret ST+PRO tiden
sin med 8 %, men denne forbedringen var sa vidt ikke signifikant (p<0,1). Dette
resultatet er i overensstemmelse med to tidligere metaanalyser som har vist 5-10 %
forbedring pa selvvalgt ganghastighet som falge av styrketrening hos eldre (Hortobagyi
et al., 2015; Van Abbema et al., 2015). Tidligere forskning antyder en sammenheng
mellom gkning i maksimal styrke og forbedring pa selvvalgt ganghastighet (Hortobagyi
et al., 2015). Det var ingen korrelasjon mellom 1RM kneekstensjon og selvvalgt

ganghastighet i var studie, men det er allikevel ikke utenkelig at gkningen i 1RM
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kneekstensjon kan ha innvirket pa forbedringen pa gangtesten i ST+PRO. PRO
reduserte hastigheten sin signifikant med 10 % pa selvvalgt ganghastighet. Perioden

med styrketrening bidro sann sett til & opprettholde ganghastigheten hos ST+PRO.

Basert pa denne studien og tidligere forskning virker det som styrketrening sammen
med proteinsupplement er et effektivt tiltak for a forbedre funksjonsevnen til de eldre.
Dette har stor klinisk relevans, siden denne strategien potensielt kan gjere

pleietrengende eldre mer selvstendige i dagliglivet, og i stand til & bo hjemme lengre.

5.6 Intracelluleer signalering

5.6.1 LC3

LC3-1- og LC3-Il-proteininnhold ble malt for & indikere mengden autofagosomer i
muskelvevet. Mengden LC3-1 som konverteres til LC3-11 indikerer hastigheten pa
nydannelse av autofagosomer (Mizushima & Yoshimori, 2007). Mange studier oppgir
LC3-resultater som en ratio med LC3-11/LC3-1 for a gi et bilde av hvor mye LC3-1 som
konverteres til LC3-11. Denne ratioen utelater imidlertid informasjon om hva som skjer
med hvert av proteinene og den tar ikke hgyde for at LC3-1 og LC3-11 kan ha ulik
sensitivitet til antistoff (Yamamoto et al., 1998). P& grunn av disse svakhetene forbundet
ved a kun oppgi ratioen, oppgis resultatene for LC3 som LC3-1 og LC3-11 separat i
denne studien. Man far dessuten mer informasjon av & male proteinniva separat i ulike
fraksjoner, i stedet for & benytte helnomogenat. Malinger i separate fraksjoner kan gi
informasjon om hvor i cellen det skjer eventuelle endringer i proteinniva, og om det
skjer endringer mellom fraksjoner. I denne studien ble det derfor gjort separate malinger

i cytosol- og membranfraksjon.

To og en halv time etter styrketreningsgkt og proteinsupplement var LC3-11 signifikant
redusert i bade cytosol- og membranfraksjon. Dette indikerer en redusert mengde
autofagosomer, noe som kan skyldes redusert konvertering av LC3-1 til LC3-1I
(Klionsky et al., 2016). Det membranbundne proteinet, LC3-I1, ble ogsa pavist i
cytosolfraksjon, hvilket kan skyldes utilstrekkelig separering i fraksjoneringsprossen.
Samtidig har det blitt pavist annen form for LC3-11 i cytosol (Karim et al., 2007), men
det er uvisst hvorvidt antistoffene benyttet i var studie binder seg til denne. Man vet
ikke om LC3-11 i cytosol spiller en annen rolle for autofagosomdannelsen, men LC3-I
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til LC3-11-konvertering i cytosol kan ogsa fungere som en indikator pa
autofagosomdannelse (Karim et al., 2007).

LC3-I1 har tidligere vist seg a gke raskt i membranfraksjon nar autofagien samtidig er
aktivert (Mizushima, Yoshimori, & Levine, 2010). Vi kan likevel ikke vite om LC3-I1-
innhold har sammenheng med gkt autofagi-hastighet far vi vet noe om hvor mye LC3-1I
som samtidig brytes ned i lysosomene. LC3-11 som er bundet pa innsiden av
autofagosommembranen, brytes ned nar autofagosomet smelter ssmmen med
lysosomet, og veldig hgy nedbrytningshastighet kan fare til at disse LC3-11-proteinene
forsvinner raskt (Mizushima & Yoshimori, 2007). Hvis nedbrytningen i lysosomene er
tilstrekkelig rask, kan man observere redusert mengde LC3-1l, til tross for at mer LC3-1
har blitt konvertert til LC3-11 (Klionsky et al., 2016).

Den akutte reduksjonen i LC3-11 som fglge av en styrketreningsekt er i
overensstemmelse med to tidligere studier av eldre, Dickinson et al. (2017) som malte
LC3-11i cytosol tre timer etter en styrketreningsgkt og Fry et al. (2012) som malte
LC3-11i helnomogenat to timer etter en styrketreningsgkt. | begge disse studiene ble
styrketreningstreningsgkta gjennomfert i kneekstensjonsapparat og biopsiene ble tatt fra
m. vastus lateralis i likhet med var studie. Dickinson et al. (2017) og Fry et al. (2012)
malte derimot ikke LC3-11 i cytosol- eller membranfraksjon. Dermed har disse studiene
ikke den samme indikasjonen pa hvor i cellen endringene i autofagimarkerene eventuelt
skjer, og det blir vanskeligere & sammenligne resultatene deres med vare. Det er ogsa
verdt & ta med at de eldre forsgkspersonene i Fry et al. (2012) sin studie ikke hadde like
lavt fysisk funksjonsniva som de i var studie, og de var litt yngre enn vare
forsgkspersoner. | en annen studie av Hentila et al. (2018) var LC3-11 i helhomogenat
uendret hos eldre etter en styrketreningsekt, men biopsien ble i dette tilfellet tatt 48
timer etter gkta, og det blir derfor litt vanskelig a relatere deres resultater til vare. Hos
en gruppe yngre, som ogsa deltok i sistnevnte studie, ble LC3-I1 redusert en time etter
styrketreningsgkta, noe som kan vaere med a stgtte vare funn. Siden LC3-I1 ble redusert
i bade cytosol- og membranfraksjon, er det en god sjanse for at det samme hadde veert

tilfellet hvis vi ogsa hadde gjort malinger i helhomogenat.

Ogsa i gruppen som bare inntok protein ble det observert en reduksjon i LC3-11 i bade
cytosol- og membranfraksjon. Dette kan bety at proteininntaket alene var arsak til
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reduksjonen i LC3-11 akutt bade i ST+PRO og PRO. Proteinsupplementet som ble brukt
I denne studien var fettfri melk med et hayt innhold av essensielle aminosyrer. Inntak av
essensielle aminosyrer, sarlig leucin som finnes i melk, har vist seg a redusere LC3-11 i
helhomogenat en time etter inntak hos yngre (Glynn et al., 2010). I Dickinson et al.
(2017) sin studie inntok forsgkspersonene protein etter styrketreningsgkta pa samme
mate som de gjorde i var studie. Det spekuleres i at proteininntak kan redusere
konverteringen av LC3-I til LC3-1I, siden dette er pavist i cytosolfraksjon i hepatocytter
hos yngre rotter (Karim et al., 2007), og i likhet med Dickinson et al. (2017) er det
muligens dette vi ser i var studie. | Dickinson et al. (2017) sin studie var nivaet av
LC3-11 tilbake ved baseline etter 24 timer, sa tidspunkt for biopsitaking er avgjerende.
Det er ogsa viktig & papeke at bade LC3-1 og LC3-I1 i cytosolfraksjon responderer mer
pa aminosyrer enn LC3-1 og LC3-11 i helhomogenatpraver (Karim et al., 2007).

LC3-1 gkte akutt i cytosolfraksjon som falge av styrketrening og proteinsupplement,
men var uendret som falge av kun proteinsupplement. Vi var derimot ikke i stand til &
pavise noen endring i LC3-1 i membranfraksjon hos ST+PRO, hvilket antyder at
akkumuleringen av LC3-1 som fglge av styrketreningsgkta fant sted i cytosol og ikke i
autofagosommembranen. Det tyder ogsa pa at LC3-1 ikke flyttet seg fra membran- til
cytosolfraksjon. En mulighet er at LC3-I1 pa yttersiden av autofagosommembranen har
blitt resirkulert tilbake til LC3-1 av ATG4 nar autofagosomene spleises sammen med
lysosomene (Mizushima & Yoshimori, 2007). LC3-I vil pa den maten bli akkumulert i
cytosol, og dette vil faktisk indikere gkt autofagihastighet (Mizushima & Yoshimori,
2007). Med tanke pa at LC3-11 ble kraftig redusert i cytosolfraksjon som falge av
styrketreningsgkta er det kanskje mer sannsynlig at LC3-1 i cytosol ble akkumulert som
falge av hemmet konvertering til LC3-11. Siden PRO ogsa opplevede en like markant
reduksjon i LC3-11 i cytosolfraksjon skulle man forvente at LC3-1 gkte i denne gruppa
ogsa, men dette var ikke tilfellet. LC3-1i cytosolfraksjon var uendret i PRO noe som
kan indikere at det var styrketreningsgkta og ikke proteinsupplementet som farte til den
akutte endringen i LC3-1 i cytosolfraksjon hos ST+PRO.

Den akutte gkningen i LC3-1 i cytosolfraksjon er i kontrast til tidligere funn som har
observert ingen endring i helnomogenatprgver hos eldre (Fry et al., 2012; Hentila et al.,
2018). Fry et al. (2012) registrerte i likhet med oss en reduksjon i LC3-11 akutt etter en

styrketreningsgkt, men reduksjonen var enda tydeligere i vare malinger, der de fleste
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proteinbandene forsvant fullstendig. Hverken Fry et al. (2012) eller Hentila et al. (2018)
gjorde malinger i cytosolfraksjon. @kningen i LC3-I i var studie var kun i
cytosolfraksjon, og det kan godt tenkes at Fry et al. (2012) og Hentila et al. (2018)
hadde funnet det samme hvis de ogsa hadde gjort malinger i cytosolfraksjon. |
motsetning til Fry et al. (2012) og Hentila et al. (2018) inntok deltakerne i var studie et
proteinsupplement i forbindelse med styrketreningsegkta, og dette kan ha hemmet LC3-1
til LC3-11-konverteringen som videre kan forklare hvorfor LC3-1 i cytosolfraksjon gkte i
var studie, men ikke i deres studier. | Karim et al. (2007) sin studie ble det pavist en
gkning i LC3-1 og en reduksjon i LC3-11 hos yngre rotter, og dette kan veere den samme

responsen vi ser i var studie.

Styrketrening sammen med proteinsupplement farer til en akutt gkning i mMTORC1
fosforylering (Areta et al., 2014). mTORC1 hindrer aktivering av ULK1 gjennom &
fosforylere ULK*>7 som videre kan svekke AMPK sin evne til & aktivere ULK*™>° (J.
Kim et al., 2011). Initieringsprosessen i autofagosomdannelsen blir med det inhibert, og
resultatet av dette er etter hvert feerre autofagosomer og en redusert mengde LC3-11 i
autofagosommembranen (J. Kim et al., 2011). Dette stgttes av Klionsky et al. (2016)
som pastar at en inhibering av mTORCL farer til en gkning i LC3-1l. mTORC1 kan
dessuten svekke lysosomal nedbrytning gjennom a fosforylere og hemme
transkripsjonsfaktor EB som styrer ekspresjonen av hydrolaser i lysosomene (Martina,
Chen, Gucek, & Puertollano, 2012). Hvis konverteringen fra LC3-I til LC3-11 ble
redusert som fglge av mTORC1-aktivering kan dette muligens forklare hvorfor LC3-1
gkte i cytosolfraksjon hos ST+PRO, men ikke hos PRO. mTORCL blir nemlig
ytterligere stimulert nar man kombinerer proteininntak med styrketrening (Drummond
et al., 2008). Proteinsupplementet kan i tillegg ha gitt en insulinrespons som har
hemmet LC3-I til LC3-1I-konverteringen, siden mTORC1 ogsa blir stimulert av insulin
(Vendelbo et al., 2014). Insulin har vist seg a fere til en fosforylering av ULK1 sammen
med en reduksjon i LC3-11/LC3-I-ratioen (Fritzen et al., 2016). Vi kan med dette ikke
utelukke at den gkte aminosyretilgjengeligheten sammen med en antatt insulinrespons

er ansvarlig for reduksjonen i LC3-II.

Som falge av 10 uker med styrketrening var LC3-1 og LC3-11 uendret bade i cytosol- og
membranfraksjon. Dette er i overensstemmelse med Hentila et al. (2018) og Mejias-

Pena et al. (2017), men i kontrast til en annen studie pa rotter (Luo et al., 2013) som
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registrerte en reduksjon i LC3-11/LC3-I-ratioen i cytosolfraksjon hovedsakelig som
falge av redusert LC3-11. Det er dpenbart vanskelig @ sammenligne vare resultater med
en studie som denne, ikke bare fordi forsgkene deres ble gjennomfart pa rotter, men det
er ogsa problematisk & sammenligne selve treningen som ble gjennomfgrt med tanke pa
at rottene i Luo et al. (2013) sin studie klatret trapper og vare deltakere trente i
styrkeapparater. Vi skal ogsa veere veldig forsiktig med & sammenligne vare resultater
med Mejias-Pena et al. (2017) sine malinger, siden analysene deres ble gjort pa vengst
blod og ikke pa biopsier. Prgvene deres ble dessuten tatt 5-6 dager i forkant og etterkant
av treningsperioden. Forelgpig kan vi oppsummere med at var studie indikerer at
hvilenivaene av autofagimarkerene LC3-1 og LC3-I11 ikke endres som fglge av en

periode med styrketrening hos eldre.

5.6.2 p62

For & estimere aktiviteten i autofagiprosessen ble i tillegg p62 malt. p62 binder proteiner
for nedbrytning og rekrutterer pa den maten «avfall» til autofagosomene (Johansen &
Lamark, 2011). Nar autofagosomene i neste steg leverer avfallet til lysosomene blir p62
brutt ned (Johansen & Lamark, 2011). Sammen med LC3-1 og LC3-1I-resultatene er det
dessuten lettere a tolke hvor i systemet det eventuelt foregar endringer, med tanke pa at
p62 fungerer som et bindeledd til LC3-1 (Pankiv et al., 2007). @kt mengde p62 i
cytosolfraksjon har vist seg a korrelere med redusert mengde LC3-11, og det antas
dermed at en akkumulering av dette proteinet indikerer hemmet autofagi (Sakuma et al.,
2016).

I denne studien var det ingen endring i p62 i hverken cytosol- eller membranfraksjon
som falge av en akutt gkt med styrketrening og proteinsupplement. Resultatet er i trad
med Hentila et al. (2018) sin studie som til var kjennskap forelgpig er den eneste
studien som har undersgkt hvordan styrketrening pavirker p62 akutt hos eldre
mennesker. Mengden p62 i helhomogenat var i deres studie uendret en time etter gkta,
o0g var ogsa uendret 48 timer senere. De yngre forsgkspersonene opplevede derimot en
gkning i p62 48 timer etter gkta. Dette kan indikere en forsinket redusert nedbrytning av
p62 i autofagosomene. | var studie tok vi bare biopsi to og en halv time etter
styrketreningsgkta, og kanskje hadde vi funnet noe annet hvis vi ogsa hadde tatt en ny

biopsi to dagn senere.
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En senere studie av Duran et al. (2011) papeker at p62 spiller en avgjarende rolle for
aminosyreindusert aktivering av mTORC1. p62 interagerer med raptor, en subenhet i
mTORC1-komplekset. Dessuten er p62 ngdvendig for interaksjonen mellom mTOR og
Rag GTPaser in vivo og for translokasjon av mTORCL til lysosomene. Det siste er
kritisk for aktiveringen av mTORC1 gjennom aminosyreinntak. Dermed kan det hende
at proteininntaket i forbindelse med akuttmalingene pavirket resultatet og er noe av

bakgrunnen for den store variasjonen vi ser i respons mellom de ulike forsgkspersonene.

Mengden p62 i membranfraksjon endret seg signifikant mellom ST+PRO og PRO som
fglge av intervensjonen. ST+PRO hadde en trend mot reduksjon og PRO en trend mot
gkning. Dette kan indikere at aktiviteten i autofagisystemet gkte som faglge av 10 uker
med styrketrening. Selv om den svake reduksjonen i p62 kun var synlig i
membranfraksjon peker dette resultatet i samme retning som tidligere forskning som har
pavist en reduksjon i p62 i cytosolfraksjon hos rotter (Luo et al., 2013) og i
helhomogenat hos mennesker (Mejias-Pena et al., 2017). Som fglge av intervensjonen
var det samtidig en tendens til reduksjon i mengden p62 (p<0,1) i cytosolfraksjon, noe
som statter hypotesen om at autofagien kan ha blitt stimulert av treningsperioden. Vi
kan videre spekulere i at en mindre mengde p62 vil fgre til redusert aktivering av
mTORC1, og bryte ned ytterligere mer p62 (Komatsu, 2012). Effekten av dette er dog
usikkert med tanke pa at p62 muligens ogsa kan brytes ned gjennom ubiquitin
proteasom-systemet (Mizushima et al., 2010). Man er heller ikke helt sikker pa at en
akkumulering av p62 har sammenheng med redusert autofagihastighet. Vi vet at p62
binder seg til LC3-1 i autofagosommembranen, og derfor skulle man tro at p62 i
membranfraksjon gker nar autofagien er stimulert (Mizushima & Yoshimori, 2007).
Men en gkning i p62 har i de fleste tilfeller vist seg 8 komme sammen med en reduksjon
i LC3-11 (Klionsky et al., 2016), og derfor ser det ut som en gkning i p62 heller
reflekterer en propp i systemet, der autofagosomdannelsen er svekket. Det er ogsa viktig
a merke seg at p62 har viktige funksjoner med tanke pa blant annet celleoverlevelse og
apoptose, og derfor kan p62 endre seg uavhengig av endringer i autofagisystemet
(Kuusisto, Suuronen, & Salminen, 2001). Autofagiresponsen kan dessuten ha en mye
kortere varighet enn for eksempel hypertrofiresponsen (Ogura et al., 2011), og derfor er
det krevende a tolke kun én biopsi fra ett tidspunkt. I fglge Bjorkoy et al. (2005) kan
nedbrytningen av p62 vere starre pa et senere biopsitidspunkt. For & fa det fullstendige

bildet av hvordan p62 pavirker autofagi, er man dessuten avhengig av a male en rekke
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andre autofagimarkgrer (Rubinsztein et al., 2011). Studier har ogsa vist at p62 reguleres
transkripsjonelt under autofagi (He & Klionsky, 2009; Nakaso et al., 2004), og derfor

hadde det veert en fordel & sammenligne resultatene med mRNA-data.

Luo et al. (2013) observerte en reduksjon i p62 i cytosolfraksjon etter 9 uker med
motstandstrening hos eldre rotter. Reduksjonen i p62 kom sammen med en gkning i
LC3-1l og Luo et al. (2013) konkluderte med at motstandstrening stimulerte
autofagiprosessen. Igjen, dyrestudier er krevende a relatere til studier av mennesker, og
dette er en logisk forklaring pa hvorfor vi ikke var i stand til & pavise de samme
resultatene, selv om det var en tendens til samme respons med hensyn til p62 i var
studie. Mejias-Pena et al. (2017) paviste videre en reduksjon i p62 hos eldre mennesker
som falge av 8 uker med styrketrening, men disse malingene ble gjort pa vengst blod.
Ved & ta en narmere titt pa resultatene vare, er tendensen til reduksjon i p62 veldig

liten, og det er vanskelig a vurdere hvorvidt denne endringen er av klinisk relevans.

5.6.3 Begrensninger

Det er viktig a papeke at studien var hadde fa forsgkspersoner. Antall biopsier fer og
etter intervensjonen var lavt, hvilket gker sannsynligheten for type-I1-feil. Nar det
gjelder akuttmalingene gir muskelbiopsien to og en halv time etter styrketreningsgkta
og proteinsupplementet bare et gyeblikksbilde av autofagiprosessen. Hadde vi tatt flere
biopsier, gjerne en umiddelbart etter styrketreningsgkta og en til en del timer senere,
kunne vi fatt mer informasjon om tidsforlgpet for endringene i autofagimarkarene.
Malinger av LC3-1, LC3-11 og p62 gir videre et noe mangelfullt bilde av hvordan
autofagiprosessen pavirkes av trening. Analyser av mRNA vil ogsa bli gjennomfart i
forbindelse med prosjektet, men disse dataene var ikke tilgjengelige under skrivingen av
denne oppgaven. En gkt mengde mRNA vil indikere gkt transkripsjon av genet for de
aktuelle proteinene. Pa den maten kunne vi fatt informasjon om hvor mye nytt protein
som er i ferd med a syntetiseres, ikke bare hvilke som akkumuleres. mMRNA-data hadde
veaert spesielt nyttig med hensyn til tolkningen av LC3-1-akkumuleringen i cytosol som
folge av den akutte styrketreningsgkta. I tillegg ville malinger av andre
autofagimarkarer gitt mer innsikt i hvordan autofagisystemet eventuelt blir pavirket av
trening hos eldre. Mer spesifikt ville for eksempel malinger av ULK1 og Beclin-1 gitt
oss informasjon om initieringen av autofagiprosessen, og spesifikke ATG-proteiner

kunne gitt oss informasjon om konverteringene mellom LC3, LC3-1 og LC3-II. For a i
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tillegg vite noe om hvor mye LC3-11 som blir brutt ned i lysosomene hadde det veert
interessant a male proteiner som indikerer mengden lysosomer, og proteiner involvert i
sammenspleisingen av autofagosomer og lysosomer. Det har blitt forsgkt 4 gjere
malinger av LAMP2 pa laboratoriet vart tidligere, men mangel pa gode antistoff har satt
en stopper for disse analysene. Dette proteinet er bundet til lysosommembranen og
pavirker muligens sammenspleisingen av autofagosomet og lysosomet. Figur 5.1
illustrerer kompleksiteten i autofagisystemet og utfordringene med a tolke malinger av

LC3-1, LC3-11 og p62 uten ytterliggere informasjon.

Styrketrening  Insulin - Aminosyrer

LC3 B
MRNA }
B _ Rribosom
~ LC3

i &
@ LC3-1

Endoplasmatisk _— cytosol
retikulum

Autolysosom

Figur 5.1: Autofagiprosessen med viktige regulatoriske steg. Figuren er basert pa
arbeidet til Lippai & Szatmari, 2017; Martinez-Lopez et al., 2015; Tanida, 2011 og Yu
etal., 2011.)

5.7 Konklusjon

| denne studien ble det undersgkt hvordan markgrer for autofagi blir pavirket av
styrketrening og proteinsupplement akutt og etter en 10 uker lang intervensjon hos eldre
med lavt funksjonsniva. | tillegg ble det gjennomfert tester av maksimal muskelstyrke,
muskeltverrsnitt og funksjonelle tester far og etter intervensjonen. Styrketrening hadde
en positiv effekt pa maksimal muskelstyrke, muskeltverrsnitt, muskelkvalitet og tid pa
stoltest, noe som indikerer at styrketrening er en effektiv strategi for & motvirke

aldersrelatert tap av muskelstyrke og funksjonsevne.
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Far intervensjonen var hypotesen var at 10 uker med styrketrening og
proteinsupplement ville gke autofagien i hvile gjenspeilet av gkt niva av LC3-I1 og
redusert niva av p62. Hverken LC3-1, LC3-11 eller p62 endret seg signifikant som falge
av intervensjonen, noe som svekket hypotesen var. Samtidig endret p62 seg signifikant
mellom gruppene i membranfraksjon med en trend til reduksjon i p62, noe som peker i
samme retning som tidligere funn. Derimot observerte vi en reduksjon i LC3-11 akutt
som falge av styrketrening og proteinsupplement, og proteinsupplement alene, bade i
cytosol- og membranfraksjon, hvilket styrket den andre hypotesen var. Reduksjonen i
LC3-I11 akutt indikerer feerre autofagosomer og redusert aktivitet i denne delen av
autofagisystemet to og en halv time etter en styrketreningsgkt og inntak av
proteinsupplement. LC3-1 ble samtidig akkumulert akutt som falge av styrketrening og
proteinsupplement, muligens pa grunn av redusert konvertering til LC3-11. Framtidige
studier som kan kartlegge en stgrre del av autofagiprosessen kan gi oss ytterliggere
innsikt i hvordan styrketrening og proteinsupplement kan pavirke proteinnedbrytningen

hos eldre og hvilken effekt dette kan ha pa muskelkvalitet og funksjonsevne.
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NIH

NORGES IDRETTSH@GSKOLE

FORESP@RSEL OM DELTAKELSE | FORSKNINGSPROSJEKTET

STYRKETRENING FOR ELDRE MED LAV
MUSKELSTYRKE

Dette er et spgrsmal til deg om a delta i et forskningsprosjekt hvor vi gnsker a undersgke

effekten av et enkelt og tidseffektivt styrketreningsopplegg sammen med
proteinsupplementering pa muskelmasse, muskelstyrke, muskelkvalitet og fysisk

prestasjonsevne hos eldre med lavt funksjonsniva.

Med gkende alder ser man en gradvis reduksjon i bade muskelmasse og muskelstyrke, men
tapet av muskelstyrke er stgrre enn tapet av muskelmasse. Som et resultat reduseres
muskelkvaliteten med gkende alder (definert som muskelstyrke/muskeltverrsnitt). Ved
styrketrening er utviklingen den motsatte; muskelstyrken gker vesentlig mer enn
muskelmassen, og muskelkvaliteten gkes. Dette er spesielt tydelig hos eldre personer som i
utgangspunktet har lav muskelstyrke. Vi vet likevel lite om det relative bidraget fra de ulike
faktorene som kan tenkes a pavirke muskelkvaliteten ved styrketrening. Vi gnsker derfor a
rekruttere eldre med lav muskelstyrke til en studie hvor vi undersgker endringer i
muskelkvalitet som fglge av styrketrening og proteinsupplementering. Norges
idrettshggskole er ansvarlig for giennomfgring av prosjektet, og de fleste tester vil
giennomfgres her. All styrketrening gjennomfgres pa ditt sykehjem/dagsenter eller i

neerheten av der du bor.

HVA INNEBZARER PROSJEKTET?

Dette er en randomisert kontrollert studie. Det betyr at du trekkes tilfeldig til en av to
grupper. Den ene gruppen skal gjennomfgre styrketrening to ganger per uke i 10 uker, og

innta en kartong Tine Styrk (0.33 |) daglig gjennom perioden. Den andre gruppen skal innta
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samme mengde Tine Styrk, men ikke gjennomfgre styrketrening. Pa denne maten kan vi
sammenligne effekten av gkt proteininntak alene og gkt proteininntak i kombinasjon med
styrketrening. Dersom du trekkes til treningsgruppen, vil all trening finne sted pa ditt
sykehjem, dagsenter, eller like i naerheten av der du bor. Fgr og etter intervensjonsperioden

vil det gjennomfgres ulike tester ved Norges idrettshggskole.

Tester pa sykehjemmet/omsorgsboligen

For a vurdere hvorvidt du kan inkluderes som forsgksperson i denne studien, vil vi
giennomfgre noen tester der du holder til. Vi kommer til 3 male hgyde og vekt, blodtrykk og
blodprofil (fingerstikk). | tillegg kommer vi til 8 gjennomfgre ulike funksjonelle tester, hvor vi
maler balanse, ganghastighet, og hvor raskt du kan reise deg opp fra en stol. Vi vil ogsa
gjiennomfg@re en enkel test for 3 male grepstyrke. Fgr du inkluderes som deltaker vil du ogsa
matte besvare et spgrreskjema omhandlende hjerteproblematikk, medisinbruk med mer. Pa
bakgrunn av dine svar her vil vi vurdere hvorvidt en legeundersgkelse skal giennomfgres fgr
du eventuelt inkluderes i studien. Vi vil ogsa gjennomfgre en test som evaluerer kognitiv
funksjon (enkle tester pa forstaelse av ulike oppgaver). Bade funksjonelle tester, kognitiv

test, og en eventuell legesjekk vil avgjgre hvorvidt du kan inkluderes i studien eller ikke.

Tester pa Norges idrettshggskole
Dersom du blir inkludert i prosjektet skal du mgte pa Norges idrettshggskole tre ganger fgr
treningsperioden og to ganger etter treningsperioden. Vi vil bistd med transport. Hvert

oppmete vil vare i 2-5 timer, og en av disse dagene skal du mgte fastende (ikke spise frokost

fgr du ankommer). Tidspunkter for de ulike testdagene avtales individuelt. Felles for alle

testdager er at du ma avsta fra fysisk trening de siste to dagene fgr testing.

Testdag 1 gjennomfgres den fgrste gangen du kommer til Norges idrettshggskole. Denne
testdagen tar omtrent 3 timer & gjennomfgre. Vi vil bista med transport til og fra Norges
idrettshggskole.

e DXA: En DXA-analyse vil giennomfgres for 8 male kroppssammensetningen din.
Denne testen innebarer at man ligger stille i ca. 10 minutter.

e Muskelfunksjonstest: Gir et mal pa styrke og eksplosivitet i musklene som strekker
kneleddet.

e Grad av muskelaktivering: For a undersgke i hvor stor grad du greier a aktivere
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muskulaturen nar du tar i alt du kan.
e 1RM: Maksimal styrke i gvelsen kneekstensjon.

Testdag 2 gjennomfg@res andre gang du mgter pa Norges idrettshggskole. Denne dagen skal
du gjennomfgre de samme testene som du gjennomfgrte testdag 1, med unntak av DXA. |
tillegg skal vi giennomfgre en ultralydundersgkelse av laret ditt denne dagen. Arsaken til at
mange av testene gjennomfgres to ganger er at noen av testene krever litt
tilvenning/trening, og ved a gjennomfgre disse to ganger er det stgrre sannsynlighet for at

resultatene blir riktige. Testdag 2 vil ta omtrent 3 timer a gjennomfgre.

Testdag 3 gjennomfg@res ogsa pa Norges idrettsh@ggskole. Denne dagen skal du ta
muskelbiopsier og blodprgver fgr og etter en styrketreningsgkt (dersom du trekkes til
treningsgruppen). Dersom du trekkes til gruppen som bare far proteinsupplementering, skal
du gjennomfgre alle testene som er oppfert nedenfor, med unntak av treningsgkten. Denne

dagen skal du mgte fastende, men i likhet med testdag 1 vil du fa frokost etter a ha

giennomfgrt de fgrste testene. Nedenfor fglger en oversikt over denne testdagen, som tar 4-
5 timer a gjennomfgre. Det vil bli gode pauser mellom de ulike testene, hvor det er mulighet
for a hvile. Vi vil bista med transport til og fra Norges idrettshggskole.

e Blodprgve (fastende)
e Standardisert frokost (havregregt)
e Muskelbiopsi fra ytre larmuskel
e Styrketreningsgkt med @velsen kneekstensjon (gjelder bare treningsgruppen)
e Inntak av 0,33 ml Tine Styrk
e Muskelbiopsi fra ytre larmuskel
Du skal totalt ta to muskelbiopsier denne dagen, men begge biopsiene vil bli tatt fra det

samme snittet i huden. Muskelbiopsiene tas ut pa fglgende mate:

e Huden og bindevevet lokalbedgves der vevsprgven skal tas.

e Etsnitt pa ca. 1-2 cm gjgres gjennom hud og bindevevet over muskelen.

e En ndl med diameter pa 6 mm fgres inn (2-3 cm) og 1-3 sma biter av muskulaturen
tas ut (total 200-300 mg muskelvev).

e Snittet lukkes med tape (strips).

CT pa Currato rgntgen

| tillegg til testdagene pa Norges idrettshggskole, skal du gjennomfgre en CT-undersgkelse
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ved Currato rgntgen (Oslo sentrum) bade fgr og etter intervensjonsperioden. Hensikten med
denne undersgkelsen er 8 male tverrsnittet av larmusklene dine. CT-bildene gir oss i tillegg
muligheten til & undersgke grad av fettinfiltrering i muskulaturen. Denne undersgkelsen tar

omtrent en halv time. Vi vil bista med transport.

Muskelproteinnedbrytning

Vi gnsker @ male muskelproteinnedbrytning hos et utvalg av forsgkspersonene. Disse
malingene gjgres ved hjelp av dobbeltmerket vann (2H20), og forutsetter en ekstra
muskelbiopsi mot slutten av intervensjonsperioden. Tre uker fgr intervensjonsperioden
starter, skal du drikke en bestemt mengde dobbeltmerket vann (ca. 2 dl) utblandet i vanlig
vann (ca. 2 dl). Pa denne maten vil muskelproteinene merkes, og vi vil i neste steg kunne
male nedbrytningshastigheten for muskelproteinene omtrent 80 dager senere. Bruken av

dobbeltmerket vann er utbredt i forbindelse med forskning og diagnostikk.

Treningsperioden

Dersom du trekkes til treningsgruppen, skal du gjennomfgre styrketrening i 10 uker.
Treningsperioden starter nar du har gjennomfgrt alle testene. Du skal giennomfgre
styrketrening to ganger i uken i grupper pa to/tre deltakere. Hver enkelt gkt vil ha en
varighet pa 20-40 minutter, og den vil giennomfgres der du bor (sykehjem, dagsenter, i
tilknytning omsorgsbolig). Alle treningsgkter gjiennomfgres med oppfelging av en instrukter.
Treningsprogrammet som skal gjennomfg@res bestar av beinpress, kneekstensjon (knestrekk)
og to gvelser der du gar opp pa en kasse. Alle gvelser vil tilpasses den enkeltes
funksjonsniva. Treningsgvelsene som er valgt belaster muskler som innehar en viktig rolle i

mange daglige gjgremal. Etter treningsperioden gjennomfgres testdag 1 og testdag 3 og CT

pa Currato rgntgen pa nytt for & male endringer.

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

nar disse publiseres.
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MULIGE FORDELER OG ULEMPER

Tidligere studier har vist at styrketrening har meget god effekt pa muskelstyrke og fysisk
funksjonsevne, spesielt for eldre som i utgangspunktet har et lavt funksjonsniva.
Forsgkspersoner som trekkes til treningsgruppen vil derfor med stor sannsynlighet oppleve
god fremgang i styrke og funksjonsniva, og potensielt erfare at mange daglige oppgaver vil
ga lettere etter treningsperioden. | tillegg vil du som deltaker fa god innsikt i hvordan
treningen drives slik at du vil vaere i stand til 3 fortsette slik trening etter avsluttet prosjekt.
Dersom du trekkes til gruppen som bare skal innta protein, vil du fa tilbud om
treningsoppfelging etter at den fgrste intervensjonsperioden er gjennomfgrt. Denne
treningen vil forega i perioden januar-april i 2018. Du vil med andre ord fa
treningsoppfelging uansett hvilken gruppe du trekkes til, men du ma vente til januar 2018

hvis du trekkes inn i kontrollgruppen.

Deltakelse i prosjektet vil kreve en del tid og oppmerksomhet. Det blir tre oppmegter pa
Norges idrettshggskole fgr treningsperioden, og to oppmeter etter endt 10-ukersperiode. |
tillegg skal du gjennomfgre en CT-undersgkelse ved Currato Rgntgen i Oslo sentrum bade fgr
og etter treningsperioden. Som tidligere nevnt vil vi bista med transport i forbindelse med all
testing dersom det er ngdvendig, og for a begrense belastningen for hver enkelt
forsgksperson vil en del av testene bare gjennomfgres for et utvalg av forsgkspersonene.
Dette vil riktignok ikke redusere antall oppmeter, men vil redusere antall tester per

oppmgte.

Vevsprgvetakninger (biopsier) medfgrer en liten infeksjonsfare (minimal), og litt
ubehag/smerter kan oppleves under inngrepet. Du kan ogsa oppleve lette til moderate
smerter i 1-2 dggn etter inngrepet. Du vil fa et lite arr etter snittet i huden; arret vil sakte bli

mindre tydelig. Enkelte personer vil kunne fa en fortykning av huden i arromradet.

Voluntaer muskelaktivering som gjennomfgres under testdag 1 og testdag 2 kan oppleves litt
ubehagelig, da larmusklene ved denne testen aktiveres ved hjelp av strgm-elektroder. Denne

testen er ikke invasiv, og elektrodene er "lapper" som festes pa huden.

CT-undersgkelsen medfgrer at forsgkspersonene utsettes for straling. For & begrense

stralemengden, undersgkes bare det ene laret pa tre steder.
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Selve treningen skal giennomfgres med forholdsvis stor belastning, og vil medf@re en viss

risiko for skade og f@lelse av sarhet/stglhet i muskulaturen.

FRIVILLIG DELTAKELSE OG MULIGHET FOR A TREKKE SITT SAMTYKKE

Det er frivillig @ delta i prosjektet. Dersom du gnsker a delta, undertegner du
samtykkeerklaeringen pa siste side. Du kan nar som helst og uten a oppgi noen grunn trekke
ditt samtykke. Dersom du trekker deg fra prosjektet, kan du kreve a fa slettet innsamlede
prever og opplysninger, med mindre opplysningene allerede er inngatt i analyser eller brukt i
vitenskapelige publikasjoner. Dersom du senere gnsker a trekke deg eller har spgrsmal til

prosjektet, kan du kontakte Sigve Nyvik Aas, tif: 41499074, epost: s.a.nyvik@nih.no

HVA SKJER MED INFORMASJONEN OM DEG?

Informasjonen som registreres om deg skal kun brukes slik som beskrevet i hensikten med
studien. Du har rett til innsyn i hvilke opplysninger som er registrert om deg og rett til 4 fa
korrigert eventuelle feil i de opplysningene som er registrert. Alle opplysningene vil bli
behandlet uten navn og fgdselsnummer eller andre direkte gjenkjennende opplysninger. En

kode knytter deg til dine opplysninger gjennom en navneliste.

Prosjektleder har ansvar for den daglige driften av forskningsprosjektet og at opplysninger
om deg blir behandlet pa en sikker mate. Informasjon om deg vil bli anonymisert eller
slettet senest femten ar etter prosjektslutt.

HVA SKJER MED PR@VER SOM BLIR TATT AV DEG?

Biopsiene og blodprgvene som tas av deg vil bli oppbevart i en forskningsbiobank uten
kommersielle interesser (vurdert av Regional Etisk Komite). Hvis du sier ja til a delta i
studien, gir du ogsa samtykke til at det biologiske materialet og analyseresultater inngar i
biobanken. Prgvene vil bli lagret til ar 2031. Ansvarlig for biobanken er Dr. Truls Raastad ved
Seksjon for fysisk prestasjonsevne ved NIH. Det biologiske materialet kan bare brukes etter
godkjenning fra Regional komité for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk (REK). Hvis du
sier ja til & delta i studien, gir du ogsa ditt samtykke til at prgver og avidentifiserte
opplysninger utleveres til universitetet i Padova (ltalia) og Kebenhavn (Danmark).

FORSIKRING

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

forsikringsselskap.

UTLEVERING AV OPPLYSNINGER TIL ANDRE

Ved 3 delta i prosjektet, samtykker du ogsa til at vevsprgver (muskelbiopsier og blodprgver)
kan utleveres til utlandet. Koden som knytter deg til dine personidentifiserende opplysninger

vil ikke bli utlevert.

OPPF@LGINGSPROSJEKT

Det kan veaere aktuelt med et oppfelgingsprosjekt innen fem ar etter at dette prosjektet er
gjiennomfgrt. Dersom du signerer samtykkeskjemaet, kan det derfor vaere at vi tar kontakt
med deg innen fem ar etter gjennomfg@ring av dette prosjektet. Du vil naturligvis sta helt fritt

til 3 avsta fra deltakelse i et eventuelt oppfalgingsprosjekt.

GODKJENNING

Prosjektet er godkjent av Regional komite for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk, REK

(2016/895).

SAMTYKKE TIL DELTAKELSE | PROSJEKTET

Hvis du har lest informasjonsskrivet og gnsker a veere med som forsgksperson i prosjektet,
ber vi deg undertegne nedenfor, og returnere skjemaet til en av personene oppgitt

nedenfor. Du bekrefter samtidig at du har fatt kopi av og lest denne informasjonen.

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

database, og senere anonymisert.
Med vennlig hilsen,
Sigve Nyvik Aas, Stipendiat (tlf: 414 99 074)

Truls Raastad, Professor (tlf: 23 26 23 28 / 91 36 88 96)
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JEG ER VILLIG TIL A DELTA | PROSJEKTET

Sted og dato Deltakers signatur

Deltakers navn med trykte bokstaver

Jeg bekrefter a ha gitt informasjon om prosjektet

Sted og dato Signatur

Rolle i prosjektet
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Vedlegg 2



Kriterium 1:
Matlyst

JA

NEI

Kriterium 2:
Handgrepsstyrke
JA

NEI

Kriterium 3:

Utmattelse

Kriterium 4:
Ganghastighet
JA

NEI

Kriterium 5:
Aktivitetsniva
JA

NEI

Se eget skjema

Spgrsmal 1) Alternativ:

Spgrsmal 2) Alternativ:

Personer som oppgir alternativ 3 pa begge spgrsmal, oppfyller kriteriet.

Handgrepsstyrke for dominant hand (gjennomsnitt av tre malinger)

Resultat: BMI/mann Cut-off (kg) BMI/kvinne Cut-off (kg)
#1: <24 <29 <23 <17

#2: 24-26 <30 23-26 <17.3

#3: 26-28 <30 26-29 <18
Gj.snitt: >28 <32 >29 <21

Se eget skjema.

Pastand 1) Alternativ:

Pastand 2) Alternativ:

Personer som oppgir alternativ 3 eller 4 pa ett eller begge spgrsmalene, oppfyller
kriteriet "utmattelse".

Hentes fra SPPB. Cut-off tid pa a ga 4 meter (statisk start)

Resultat: Mann (cm) Cut-offs (s) Dame (cm) Cut-offs (s)

#1: <173 >6.15 (0.65 m/s) <159 >6.15 (0.65 m/s)
#2: >173 >5.25(0.76 m/s) >159 >5.25 (0.76 m/s)
Gj.snitt:

Se eget skjema.
Spgrsmal 1) Alternativ:

Personer som oppgir alternativ 3 eller 4 oppfyller kriteriet "lavt aktivitetsniva".

Personer som oppfyller tre av kriteriene kan inkluderes.

Personer som oppfyller to av kriteriene kan inkluderes, gitt at to av kriteriene 2, 4 og 5 er oppfylt.

Kan personen inkluderes som deltaker? JA NEI



Vedlegg 3



Registreringsark

1. Balansetest

dd/mnd/ar:

ID/navn:

1.Samlede fotter
10 sekunder

\

2.Semi-tandem
10 sekunder

\

3.Tandem
10 sekunder

\

Ga til gangtest

A P

! T

LT

LT o

2. Gangtest

im
o -
“»

Ganghjelpemidler ved test (

1 uten

2. Dkrykke/stokk
3 |:|rollator

4. D Annet (spesifiser)

2m 3m

4m

kryss av):

(er) Tid test 1: I:l:l.l:l:lsck

3. Reise/ sette seg

Pre-test

Q — Avslutt

1| L
1 I stand til

| -t Ikke i stand til

Setehgyde

5 repetisjoner

rae: L LI T L

cm

Tid 5 repetisjoner uten armbruk: |:I:|.|:|:|sck

Tester:




SCORING SPPB:

1. Score statisk balanse

Hvis deltageren ikke har forsgkt eller mislyktes,
kryss av hvorfor:

i Forspkte, men ikke i stand til(Op)

3s D Ikke forsgkt, tester fglte det utrygg(Op)
4. D Ikke forsgkt, deltager fglte seg utrygg(Op)
5. I:l Deltager tar ikke instruksjon(missing)

. I:l Annet (spesifiser)
7. I:I Deltager nektet(missing)

()]

2. Score 4m gangtest

Hvis deltageren ikke har forsgkt eller mislyktes,
kryss av hvorfor:

1. Forsgkte, men ikke i stand til(Op)

w
2. D Deltageren kunne ikke holde stillingen uten hjelp(Op) ' *
9
v

dd/mnd/ar:

ID/navn:

Samlede
fatter

Semi-
tandem

\

Tandem

=10sek=1p
<10sek=0p
+
=10sek=1p
<10sek=0p
+
=10sek= 2p

3-9.99sek= 1p

<3sek = 0p

Sum poeng balanse:

im ' 2m 3m 4m
(SN AN ERARENERARANE
) |

: I:I Deltageren kunne ikke ga uten assistanse(Op)

Deltager var ikke i stand til:

=0 poeng

2
3. |:I Ikke forsgkt, tester fglte det utrygg(Op)
4, D Ikke forsgkt, deltager fglte seg utrygg(Op)

w

: D Deltager tar ikke instruksjon{missing)

Hvis tiden var > 8.7 =1 poeng
Hvistidenvar 6.21-870 =2 poeng
Hvistidenvar 4.82-620 =3 poeng
Hyvis tiden var < 4.82 =4 poeng

; I:I Annet (spesifiser)

7. |:I Deltager nektet(missing)

N

3. Score reise/sette seg x5

Hvis deltageren ikke har forsgkt eller mislyktes,
kryss av hvorfor:

1 Forsgkte, men ikke i stand til(Op)

3 I:I Deltageren kunne ikke reise seg uten hjelp(Op)

2

3 I:I Ikke forsgkt, tester fglte det utrygg(Op)
4. I:I Ikke forsgkt, deltager fglte seg utrygg(Op)
! |:I Deltager tar ikke instruksjon(missing)

; I:I Annet (spesifiser)
7. |:I Deltager nektet(missing)

o wun

tester:

Poeng ganghastighet (beste av to forsek):

Deltager var ikke istand til/brukte >60 sek = 0 poeng
>16.7 sek = 1 poeng

13.7 - 16.69 sek = 2 poeng
11.20 - 13.69 sek =3 poeng
<11.19 sek =4 poeng

Huvis tiden var

Huis tiden var
Hyvis tiden var
Huvis tiden var

Poeng reise/sette seg x5:

TOTAL SCORE SPPB 1.+2.+3.:
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Kartleggingsskjema - Helse

Kjenner du til at du har en hjertesykdom? Ja[] Nei[] Vetikke [ ]
Evt. hvilken:

Har du pacemaker? Ja [ ] Nei[ ] Vetikke [ ]

Kjenner du til at du har hgyt blodtrykk? Ja[]Nei[] Vetikke [ ]

Bruker du for tiden medisiner for hgyt blodtrykk eller hjertesykdom? Ja[] Nei[] Vetikke []

Hvis ja pa forrige spgrsmal; hvilke medisiner?

Reyker du? Ja[] Nei[ ] Vetikke [ ]
Kjenner du til om du har hgyt kolesterolniva i blodet? Ja [ ] Nei[] Vetikke [ ]
Har du besvimt i Igpet av de siste 6 méneder? Ja [ ] Nei[ ] Vetikke []
Har du sukkersyke/diabetes? Ja[ ] Nei[ ] Vetikke[ ]
Er du allergisk mot melk/laktose? Ja [ ] Nei[] Vetikke [ ]

Er du allergisk mot lokalbedgvelse (tilsvarende den man far hos tannlege)? Ja [ | Nei [ ] Vetikke [ ]

Har du artrose/leddgikt i knaer? Ja[]Nei[ ] Vetikke [ ]
Har du artrose/leddgikt i hofte? Ja[ ] Nei[ ] Vetikke[ ]
Kjenner du til noen annen grunn til at din deltakelse i prosjektet Ja [] Nei[] Vetikke [ ]

kan medfgre helse- eller skaderisiko?

Evt. hva:






