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Ulemper knyttet til Korona

Grunnet korona-pandemien fikk ikke tre deltagere gjennomfgart treningsintervensjonen. |
tillegg skulle flere biopsi-praver innfarges pa nytt av bioingenigrer ved sykehuset Innlandet,
men dette lot seg ikke gjare. | tillegg til at statistikk-«guruen» var mye opptatt, var hjelp av

analyser og statistikk i R ogsa utfordrende da mgtet matte forega via zoom.



Sammendrag

Introduksjon: Det optimale treningsvolumet for hypertrofi og muskulaere adaptasjoner er
enda ukjent, serlig ved et hgyere treningsvolum. Hovedmalet med studien var a undersgke
effekten av styrketrening med ulikt treningsvolum pa muskeltykkelse, fibertverrsnittsareal,
myokjerner og myonuklegr domenestarrelse i m. vastus lateralis i lgpet av 10 ukers

treningsperiode.

Metode: 38 deltagere ble rekruttert til en av tre eksperimentelle grupper, eller en negativ
kontrollgruppe. De eksperimentelle gruppene gjennomfgrte 3 ulike treningsvolum i et
kontralateralt design med ulikt antall sett pa hvert bein (G1: 3/0 (n=11), G2: 6/0 (n=9), G3:
6/3 (n=10). G4 var farst ikke-trenende kontroller (0/0, n = 8) far de gjennomfarte
intervensjonen (3/3, n=5). Treningsintervensjonen besto av 9 tilvenningsgkter (12 sett/uke) og
21 treningsgkter (varierende volum; 3-sett og 6-sett) i beinpress og kneekstensjon. Ultralyd og
biopsi fra m. vastus lateralis ble tatt fgr og etter tilvenningsgktene, halvveis ut i
treningsgktene og etter 21 treningsgkter. Muskeltykkelse, fibertverrsnittsareal, myokjerner og

myonuklezer domenestarrelse ble analysert i R Studio.

Resultat: Muskeltykkelse gkte i trente bein sammenlignet med KON som faglge av
treningsintervensjonen (3-sett: 0.22cm (0.17, 0.27), 6-sett: 0.30cm (0.22, 0.37)), uten
forskjeller mellom treningsvolum (0.08cm (-0.002, 0.16)). Fibertverrsnittsareal gkte i trente
bein sammenlignet med KON i type 2 (3-sett: 457.0um? (141.3, 72,7); 6-sett: 600.4pum?
(235.3, 965.5)), og type 1 for 3-sett (326.9um? (12.7, 641.0)), uten forskjeller mellom
treningsvolum. 3-sett hadde flere myokjerner enn KON (type 1: 13.1% (2.8, 24.3), type 2:
16.7% (6.0, 28.5)) og 6-sett (type 1: 16.3% (3.1, 33.1), type 2:16.6% (3.3, 31.5)) etter
intervensjonen. Det myonuklegre domenet gkte for 6-sett sammenlignet med KON i type 2

fibre (361.1um? (26.2, 696.1)), men det var ingen volumforskijeller.

Konklusjon: Det er ikke forskjell i hypertrofi mellom moderat og hgyt treningsvolum i lgpet
av en 10 ukers treningsperiode for denne populasjonen. Den observerte hypertrofien ble ikke

stgttet av myonukleezer akkresjon i noen av settene.
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1. Teori

Styrketrening er godt etablert som en metode for & gke muskelmasse, styrke og generell helse
hos forskjellige populasjoner (Folland & Williams, 2007; Ibanez et al., 2005; Lopez et al.,
2018), og er en viktig strategi for behandling og forebygging for en rekke sykdommer
(Loenneke et al., 2019; Westcott, 2012). Helsefordelene ved styrketrening fungerer primeert
som tiltak mot omstendigheter der svakhet i muskulaturen har fart til nedsatt funksjon (f.eks.
sarkopeni, skjelettplager, immobilisering og insulinresistens). De morfologiske adaptasjonene
som falge av styrketrening er hovedsakelig en gkning av tverrsnittsarealet i muskelfibrene,
som oppstar som fglge av en gkning i antall myofibriller (Folland & Williams, 2007).
@kningen i muskelfibrene skyldes gkt proteinsyntese som farer til flere myofilamenter,
myofibriller, og sarkomerer i muskelfibrene (Frontera & Ochala, 2015). Dette kan undersgkes
ved biopsier hvor man skiller de ulike fibertypene, ofte identifisert som trege (type 1) og raske
(type 2) fibre (Grgic, Homolak, Mikulic, Botella & Schoenfeld, 2018), hvor det ofte vises til
at type 2 fibre har et stgrre vekstpotensial enn type 1 ved styrketrening (A. C. Fry, 2004).
Hver muskelfiber inneholder flere myokjerner som kontrollerer genekspresjonen og
proteinsyntesen over et gitt volum cytoplasma i cellen, kjent som det myonukleaere domenet
(Conceicao et al., 2018). Endringer i fiberstarrelse som faglge av styrketrening vil derfor
medfgre endringer i den myonuklezre domenestarrelsen, antall myokjerner eller en

kombinasjon av begge (Snijders et al., 2016).

1.1 Treningsvolum

A designe et godt styrketrenings-program er en kompleks prosess som krever god kunnskap
om de forskjellige treningsvariablene, i tillegg til treningsprinsippene (Sooneste, Tanimoto,
Kakigi, Saga & Katamoto, 2013). Motstand, gvelsesutvalg, treningsstruktur (f.eks. antall
trente muskelgrupper), pausetid mellom settene, repetisjons-hastighet, og ikke minst
treningsvolum (totalt antall sett og repetisjoner) er viktige variabler som kan manipuleres i et
treningsprogram (Kraemer & Ratamess, 2004). A endre pé noen av disse variablene vil ha en
effekt pa trenings-stimuliet og kan bidra til & endre effekten av treningsprogrammet, samt

gke/vedlikeholde personens motivasjon.

Treningsvolum spiller en viktig rolle for kroniske adaptasjoner i muskulaturen som
muskelstyrke og muskelmasse (Hammarstrom, 2019; Kraemer & Ratamess, 2004). Dersom
andre variabler er konstante vil gkt volum fare til lenger tid med spenning, som har blitt

foreslatt a veere en viktig faktor for muskelvekst (Burd et al., 2012). En tidlig meta-analyse av
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Carpinelli og Otto (1998) viste at ett sett er like effektivt som flere for muskulare
adaptasjoner som gkning i muskelfibrenes tverrsnittsareal. Flere studier gjort over det siste
tidret har derimot vist starre effekt med flere sett per gvelse (J. W. Krieger, 2010). En meta-
analyse av B. Schoenfeld, Ogborn og Krieger (2016) har anbefalt minst 10 sett per
muskelgruppe i lgpet av uka for & oppna optimal gkning i muskelmasse, i tillegg til gkt
intracellulzr anabol signalering og muskelproteinsyntese, som stgtter pastanden til Burd et al.
(2012). Selv om det ikke er konsensus angaende det optimale treningsvolumet, ser det ut til at
gjentakende stimuli i form av flere versus ett sett er ngdvendig for & indusere maksimal

anabol respons i intracellulaere signaler (Burd et al., 2010; B. Schoenfeld et al., 2016).

Det ser ut til at en 8-12 ukers treningsintervensjon er ngdvendig for a se betydelige endringer i
muskelvekst hos utrente individer, der >10 uker varighet viser signifikante endringer mellom
grupper, og at et hgyere treningsvolum har best effekt pa hypertrofi (tabell1) (Mitchell et al.,
2012; Radaelli et al., 2015; Ronnestad et al., 2007; B. J. Schoenfeld et al., 2019; Sooneste et
al., 2013). | studien til Amirthalingam et al. (2016) gjort pa trente individer fant de derimot
starst muskelvekst hos gruppen som trente med lavest treningsvolum. Forfatterne spekulerer
imidlertid rundt hvorvidt den korte intensive treningsperioden kan ha veert for teff i gruppen
med hgyt volum, hvor en hvileperiode i etterkant hadde veert ngdvendig for en «rebound»-
effekt.

Det er ogsa store forskjeller pa nar man farst ser signifikante endringer i studier. Som regel
har studier kun malinger fer og etter intervensjonen. Ut ifra tabellen er det 5 studier som har
malinger underveis (Barcelos et al., 2018; Chilibeck, Calder, Sale & Webber, 1998; Damas et
al., 2016; Kadi et al., 2004; Staron et al., 1994). Av disse viser to studier signifikante
endringer allerede etter 3 og 4 uker (Barcelos et al., 2018; Damas et al., 2016). | studien til
Damas et al. (2016) argumenterer de for at dettes skyldes gdem-indusert muskelgdeleggelse
og ikke muskelvekst. | de resterende studiene er det store forskjeller pa nar man ser betydelige
endringer, der det blant annet i en studie av Staron et al. (1994) ikke ble observert signifikant
endring i lgpet av en 8 ukers treningsperiode. Mye av usikkerheten i de foreliggende studiene
kan skyldes metodiske svakheter. Studier bruker vanligvis et «between-subject»-design for a
male volum-avhengige utfallsmal pd muskelvekst. Et sterkere design som kan bidra med &
fjerne biologisk variasjon som en konfunderende faktor er et «within-subject»-design der
samme deltaker trener ulikt treningsvolum pa hvert bein og anbefales som et sterkt
studiedesign (Hammarstrom, 2019; Maclnnis, McGlory, Gibala & Phillips, 2017).



Klassifikasjon av hgyt treningsvolum varierer mellom studier. | tabell 1 er det kun studien til
Radaelli et al. (2015) og Kadi et al. (2004) som har undersgkt treningsadaptasjoner hos
utrente individer med virkelig hgyt treningsvolum (henholdsvis 30 og 36-45 sett/uka. |
samsvar med Radaelli et al. (2015) fant B. J. Schoenfeld et al. (2019) et dose/respons-forhold
mellom volum og muskelvekst i trente individer opp til et betydelig treningsvolum (45
sett/uke). Til tross for at disse funnene statter teorien om et dose/respons-forhold presentert i
meta-analysen til B. Schoenfeld et al. (2016), betyr ikke det at det ngdvendigvis er det hgyeste
volumet som har best effekt pa muskelvekst hos alle, da en nylig studie av Damas et al.
(2019) fant individuelle forskjeller i hypertrofi, der noen responderte bedre med et lavere

treningsvolum.

Utrente individer ser ikke ut til & trenge et like stort treningsvolum for & oppna liknende
resultater som trente. Dette ser man i en studie av Ronnestad et al. (2007), der de gker
muskeltykkelsen i m. vastus lateralis 11% med 18 sett i uka, mens man i studien til B. J.
Schoenfeld et al. (2019) ser en tilsvarende gkning (13,7%) med 45 sett i uka, mens de sa en
lavere ved 27 sett/uke (7,9%). Til tross for at utrente individer ser liknende endringer i
muskelvekst som trente individer med mindre treningsvolum, er det ukjent hvor mye som er
det optimale for begge populasjoner, og hva «toleransen» er. Her er det sprikende funn, der
studier har funnet signifikante gkninger ved 3-20 sett i uka (Chilibeck et al., 1998; Damas et
al., 2016; Sooneste et al., 2013), mens de fa studiene som er gjort med virkelig stort volum
har sett signifikante gkninger av 30-45 sett i uka (Kadi et al., 2004; Radaelli et al., 2015; B. J.
Schoenfeld et al., 2019).



Tabell 1.

Studier pa hypertrofisk styrketrening som undersgker treningsvolum. M; Menn. K; Kvinner. U;

Utrent. T; Trent. 1; signifikant ekning i lepet av treningsperioden uten forskjell mellom grupper. *; Signifikant

endring mellom grupper der lavest volum hadde starst effekt. **; Signifikant endring mellom grupper der hgyest

volum hadde starst effekt.

Dvelser for
Lengde andre Frekvens,
Referanse  Alder Kjgnn Status (uker) @velser muskelgrupper  Intensitet d-uka! Settiuka Maleintstrument Utfall Funn
Signifikant starre
tverrsnittsareal i
Sooneste et overarmen hos gruppen
al. (2013) som trente med hayere
n=8 Dumbbel preacher Lav: 2 volum (15.9% vs.
n=8 25(2.1) |M U 12|curl Nei 80% av1RM |2 Hoy: 6 MR **12.8%).
RM til
Staron et utmattelse Ingen endring i
al. (1994) Knebay, beinpress, Fredag: 10- 2 tverrsnittsareal for m.
n =33 ~22 M&K|U 8|kneekstensjon Nei 12RM til 18 Immunohistokjemi [¢<> |vastus lateralis .
Damas et Signifikant gkning i
al. (2016) Beinpress, 9-12 reps til tverrsnittsareal av m.
n =10 27(3) M U 10|kneekstensjon Nei utmattelse 2 12 Ultralyd i vastus lateralis.
Radaelli et Signifikant forskjell
al. (2015) mellom grupper, der det
n =12 Lav: 6 fulgte et dose-respons
n =13 Albuefleksor, 8-12 RM til Middels: 18 forhold mellom
n =13 24.4(0.9) M U 24 |albueekstensor Ja utmattelse 3 Hay: 30 Ultralyd **  |gruppene.
A halvere mengden sett
Amirthaling pa basegvelser, og
ametal. dermed mindre volum
(2016) farste til bedre resultater
n =10 Beinpress, 10 RM il Hoy: 24 i muskeltykkelse og
n=9 19-24 M T 6|kneekstensjon, lunges |Ja utmattelse 3 Lav: 14 Ultralyd * kroppssammensetning.
Abe et al.
(2000) Ingen signifikant endring
n =18 8-12RM 70% Lav:3 mellom gruppene i m.
n =19 25-50 M &K (U 12|Kneekstensjon Ja av 1RM g Hay: 9 Ultralyd 1 vastus lateralis .
Rennestad Et hgyere treningsvolum
etal forte til signifikant
(2007) Uke 1-2: 10RM forskjell i hypertrofi i m.
n =10 Beinpress, Uke 3-4: 8RM Lav: 6 vastus laterlias mellom,
n=11 ~26 M U 11|kneekstensjon Ja Uke 5-11:7RM |3 Hay: 18 MR ** |intervensjonsgruppene.
Studien viser et dose-
Schoenfeld respons forhold med
etal starre hypertrofi med
(2018) hgyere volum der 45
n=11 Lav:9 sett/uka viste starst
n=12 Knebay, beinpress, 8-12RM til Middels: 27 hypertrofi av m. vastus
n=11 23.8(3.8) |M T 8|kneekstensjon Ja utmattelse 4 Hay: 45 Ultralyd ** |lateralis .
Ostrowski
etal Signifikant endring fra
(1997) pre-post i m. rectus
n=9 Lav: 3 femoris, men ingen
n=9 Knebagy, beinpress, 12RM til Middels: 6 forskjell mellom
n=9 ~23 M T 10|kneekstensjon Ja utmattelse 4 Hay: 12 Ultralyd 1 gruppene.
Signifikant gkning over
tid hos alle grupper,
men ingen forskjell
Barcelos et mellom grupper. Sterst
al. (2018) effektstarrelse hos
n=10 2 Lav: 6 gruppen med hgyest
n=10 9-12RM 80% (3 Middels: 9 treningsvolum
n=20 23 (4) M U 8|Kneekstensjon Nei av 1RM 5 Hay: 15 Ultralyd 1 (ES=0.54).




Lik muskelvekst ved

80% av 1RM til Lav: 3 béde 80% og 30% av

Mitchell et utmattelse (80%1RM) 1RM s3 lenge det var
al. (2012) 80% av 1RM til Hay: 9 gjort til utmattelse. @kt
n=9 utmattelse (30%1RM) volum i form av mer sett
n=9 30% av 1RM til Hay: 9 resulterte i stgrre
n=9 21(0.8) |M 10|Kneekstensjon Nei utmattelse 3 (80%1RM) |MR **  lhypertrofi.
Chilibeck Sa signifikant gkning i
etal Beinpress, magermasse i bein fra
(1998) kneekstensjon, 10-12 RM til mid-post, men ikke pre-
n=19 20.2(0.8) |K 20(knefleksjon Ja utmattelse 2 20 DXA i) mid.

Individuelle forskjeller i

forhold til

treningsfrekvens
Damas et (dermed hgyere volum)
al. (2019) og hypertrofi, der noen
n=10 2 Lav: 6 gkte signifikant med
n=10 9-12RM il 3 Middels: 9 lavere treningsvolum
n=20 202(4) M 8[Kneekstensjon Nei utmattelse 5 Hay: 15 Ultralyd 1*  |kontra hayt.
Kadiet al. Signifikant gkning i
(2004) Hacksquat, beinpress, 6-12 RM til fiberareal i m. vastus
n=15 24(1) M 12| kneekstensjon Ja utmattelse 3 36-45 Immunohistokjemi |1 lateralis .
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1.2 Fibertyper

Den menneskelige skjelettmuskulaturen bestar av en heterogen samling av ulike typer
muskelfibre (Staron, 1997). Muskelfibrene er sammensatt av funksjonelle enheter kalt
sarkomerer. Innad i hver sarkomer er det flere sett av tykke (myosin) og tynne (aktin)
filamenter som gjer at muskelfiberen kan kontrahere (Scott, Stevens & Binder—Macleod,
2001) (figur 1).

Aktin

,/ \\
/' Myosin \

Figur 1. Illustrasjon av myosin og aktin-filament i skjelettmuskulaturen. Inspirert av Frontera og Ochala

(2015).

| sarkomerene forekommer aktin som én form, mens myosin i tre ulike former. Disse er ogsa
kjent som isoformer, som vil si forskjellige varianter av samme protein som har ansvar for
samme oppgave, men har forskjellige funksjonelle karakteristikker (Schiaffino & Reggiani,
1994). Enzymaktiviteten er i stor grad det som avgjer de ulike funksjonelle karakteristikkene
(A. C. Fry, 2004).

Mekanismen som styrer fibertypeprofilen i en muskelfiber er impulsmgnsteret fra de
motoriske nevronene, og kan undersgkes ved immunohistokjemiske analyser hvor man
klassifiserer muskelfibrene inn i trege (type 1) og raske (type 2) (Pette & Staron, 2000). Den
tradisjonelle klassifiseringen av trege og raske fibre er basert pa fysiologiske parametere som
tid til maks muskelspenning og avspenningstid. Det gjenspeiler hovedsakelig forskjeller i
eksitasjon-kontraksjon (EK) koblingsprosessen mellom langsomme og hurtige “’rykk’’ i
muskelfibrene, avhengig av om muskelfibrene som aktiveres er sammenkoblet med trege eller
raske motoriske nevroner (Schiaffino & Reggiani, 2011). Plastisiteten til muskulaturen gjer at
den kan adaptere til en rekke ulike typer eksterne stimuli, som for eksempel niva av kontraktil
aktivitet (f.eks. utholdenhetstrening), vektbaerende aktivitet (f.eks. styrketrening) og substrat-
tilgjengelighet (f.eks. tilgang pa makronaringsstoffer) (Zierath & Hawley, 2004).
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Hos mennesker er de raske fibrene videre delt inn i to, der den mer aerobe fibertypen er
betegnet type 2A, og de mer anaerobe (glykolytiske) fibrene er betegnet som type 2X (Brooke
& Kaiser, 1970). Studier har vist at det vil skje en overgang fra type 2X til 2A som fglge av
styrketrening (Adams, Hather, Baldwin & Dudley, 1993; Andersen & Aagaard, 2010),
samtidig som type 2A vil ha starst muskelvekst (Campos et al., 2002; Shoepe, Stelzer, Garner
& Widrick, 2003; Tarpenning, Wiswell, Hawkins & Marcell, 2001). Mens man ser denne
endringen i fibertyper som fglge av styrketrening med tilstrekkelig varighet (mer enn 8 uker),
vil fraveer fra styrketrening ha motsatt utfall (Andersen & Aagaard, 2000; Kraemer et al.,
1995; Staron et al., 1994; Staron et al., 1990). Til tross for at begge fibertyper har potensiale
for muskelvekst, ser det ut som type 2-fibre har det stgrste vekstpotensialet (Adams et al.,
1993; Andersen & Aagaard, 2000; Shoepe et al., 2003). Bade utholdenhets- og styrketrening
vil fare til lik reduksjon i koekspresjonen av de tunge myosinkjedene, som forer til flere
muskelfibre med bestemte karakteristikker. Selv om trendene for omdannelsen av
muskelfibrene er lik for styrke- og utholdenhetstrening, er de forskjellige fysiologiske

forandringene som oppstar ved de forskjellige treningsformene ogsa viktig (Scott et al., 2001).

Forkortningshastigheten for en muskelfiber kan males, og det viser et tydelig menster; type 1-
fibre er de tregeste og type 2X-fibre de raskeste. Fibrene kan ogsa vaere “’hybride*’, en
sammensetning av type 1 og 2A, eller type 2A og 2X (Andersen, Klitgaard & Saltin, 1994).
Dette forekommer i muskler som gjennomgar endring av fibertype, og ogsa pa grunn av den
langsomme proteinomsetningen til myosinet (Schiaffino & Reggiani, 2011). Sammenlignet
med type 2-fibre har type 1-fibre en hgyere oksidativ kapasitet og en hgyere trgtthets-terskel,
men type 2 kan skape storre effekt (Grgic et al., 2018).

Hos utrente individer ser man en 10-31% gkning i type 1 fibre og 20-45% gkning i type 2
fibre etter en styrketreningsintervensjon, der gkningen av tverrsnittsarealet hovedsakelig
kommer som felge av gkt myofibrillaert areal, med en liten til neermest ingen endring i
tettheten av myofibriller (Campos et al., 2002). Endringer i muskelproteiner begynner etter
kun noen fa gkter, og det er sett markant hypertrofi av muskelfibrene allerede etter 3-6 uker
med styrketrening (Amirthalingam et al., 2016; Damas et al., 2016; Kadi et al., 2004).
Myosin- og aktinfilamentene legges til i periferien av hver myofibrill, som resulterer i starre
myofibriller uten endring i filamentets pakningstetthet (Bird, Tarpenning & Marino, 2005).
Siden myofibrillene tar opp hele 80% av plassen i muskelfibrene vil det heller ikke vaere plass
til for at tettheten av disse kan gke betraktelig (Phillips, 2000).
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1.3 Myokjerner

Skjelettmuskulaturens muskelfibre er en av de tre hovedkategoriene av celler i kroppen,
sammen med osteoklaster og cytotrofoblaster (Allen, Roy & Edgerton, 1999). Disse
celletypene er multinukleare, som vil si at de har flere cellekjerner i cellen, og far flere nar de
stimuleres. Satelittceller er stamcellene som er ansvarlig for & donere cellekjerner til
muskulaturen, og befinner seg mellom sarkolemma og basal lamina i muskelfibrene (Mauro,
1961). Disse er med pa a fasilitere nye myokjerner til muskulaturen, og spiller en viktig rolle i
vekstprosessen (C. S. Fry et al., 2014, Petrella, Kim, Cross, Kosek & Bamman, 2006; Snijders
et al., 2016). Nar satelittcellene blir utsatt for et tilstrekkelig stimuli gar de inn i cellesyklus
hvor de prolifererer og kan donere en kjerne til den eksisterende muskelfiberen ved
muskelvekst eller reparasjon (Kadi et al., 2005). | tillegg er muskelfibrene en av de fa post-
mitotiske syncytiale cellene hos mennesker, der hver muskelfiber inneholder flere hundre
myokjerner fordelt utover cellen (Bruusgaard, Liestol, Ekmark, Kollstad & Gundersen, 2003).
Myokjernene har som oppgave a kontrollere genekspresjonen og proteinsyntesen over et gitt
volum cytoplasma, ogsa kalt myonuklezr domene (Snijders et al., 2016).

Akkresjon av myokjerner er et krav i situasjoner der det er et behov for gkt
transkripsjonskapasitet (Conceicao et al., 2018). Dersom de eksisterende myokjernene
imgtekommer den gkte transkripsjonskapasiteten og proteinsyntesen ved en ytterligere vekst
vil det ikke veere ngdvendig med nye myokjerner (Petrella et al., 2006). Frem til da er det de
eksisterende myokjernene og deres drivkraft som er ansvarlige for den ytterligere veksten
(Snijders et al., 2016). Hypertrofi og tilvekst av nye myokjerner ved testosteron-supplement
forsterker ogsa teorien om at myonuklear akkresjon bidrar til muskelvekst (Sinha-Hikim,
Roth, Lee & Bhasin, 2003).

Under visse omstendigheter er tilbgyeligheten for aktiverte satelittceller til & fusere en
iboende mekanisme (Moss & Leblond, 1971), sa det kan tenkes at akkresjonen av myokjerner
man ser ved styrketrening ogsa kun er et svar pa muskelfiberskade, og ikke et krav for &
opprettholde myonuklezr domenestgrrelse. | en studie av Farup et al. (2014) sa de
myonukleer akkresjon i type 2 fibre i lgpet av 12 uker med eksentrisk (skadelig), men ikke
konsentrisk (mindre skadelig) styrketrening, til tross tilsvarende hypertrofisk respons i begge

modalitetene, og stgtter dermed denne hypotesen.

Til tross for at begge fibertyper ser ut til & respondere likt pa tilvekst av myokjerner, ser man

at type 2 fibre er svert fleksible, med forskjellige funn mellom studier. En studie av Bellamy
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et al. (2014) sa en gkning i antall myokjerner uten signifikant gkning i domenestarrelse etter
16 uker styrketrening, mens en studie av Herman-Montemayor, Hikida og Staron (2015) sa
over 30% hypertrofi etter kun 6 uker i m. vastus lateralis uten signifikant gkning av
myonukleer tilvekst (9.5%, p <0.10). Det er altsa ikke konsensus i litteraturen angaende
akkresjon av myokjerner til muskulaturen ved hypertrofi, og det er forskjellige perspektiver
pa akkresjon og myonuklezr domeneutvidelse ved hypertrofi, spesielt type 2 fibre (Damas et
al., 2018; C. S. Fry et al., 2014) (Figur 2).

@ Hvilende myokjerner
@ satellitt celledrevet
myokjerne
¥
Hypertrofi

» s b N
Figur 2. Figuren viser de tre forskjellige perspektivene av satellitt celle-mediert akkresjon av

myokjerner og utvidelsen av myokjernes domene ved hypertrofi av type 2-fibre. A) Myokjernes domene utvides
gradvis helt til en gvre grense er nadd, sa vil satellitt celle-mediert akkresjon av myokjerner sgrge for videre
statte til hypertrofi. B) Tettheten av satelittcellene gker i fraveer av myonuklezr akkresjon, og myokjernes
domene utvides betydelig eller pa ubestemt tid der hypertrofien foregar. C) Satellitt celle-mediert akkresjon av
myokjerner gar forut for hypertrofi og er ngdvendig for muskelvekst, og antyder at myokjernes domene i stor

grad er regulert. Figuren er inspirert av Murach, Englund, Dupont-Versteegden, McCarthy og Peterson (2018).

@kning av antall myokjerner har oppstatt bade akutt (Bellamy et al., 2014; Farup et al., 2014;
Herman-Montemayor et al., 2015), men ogsa noen dager i etterkant av intervensjonen, der en
nylig studie av Bjornsen et al. (2019) sa en videre gkning av myokijerner ti dager etter
treningsintervensjonen var over. Tidsforlgpet for akkresjon av myokjerner til muskulaturen
ser derfor ut til & veere forskjellig, og kan skyldes en forsinket gkning av cellekjerner som

fglge av treningsindusert muskelgdeleggelse (Mackey et al., 2016).

Det er indikasjoner pa at tidligere trent muskulatur oppnar noen parametere som f.eks.
fiberareal med en akselerert hastighet nar de utsettes for et stimuli etter en lengre periode uten
styrketrening (Staron et al., 1991). Dette fenomenet kalles ‘’muskel-hukommelse’” og var
farst sett pa som resultatet av gkt motorisk leeringskapasitet i sentralnervesystemet

(Rutherford & Jones, 1986). Dette stattes av nyere forskning, der flere studier viser at
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myokjerner er resistente mot apoptose og forblir forhgyet i atrofierte muskler og kan fungere
som biologiske mediatorer for muskel hukommelsen i tidligere trente muskelfibre
(Bruusgaard, Johansen, Egner, Rana & Gundersen, 2010; Egner, Bruusgaard, Eftestol &
Gundersen, 2013) (figur 3).

( o @ @
(<) [~ (]
@ @
@ @ [ ]
Figur 3. En modell av sammenhengen mellom muskelstgrrelsen og antall myokjerner. | denne modellen

er myokjernene permanente. Tidligere trent muskulatur krever nye myokjerner ved fusjon av satelittceller for
videre hypertrofi. Lenger tid uten stimuli til muskulaturen vil fare til atrofi uten tap av myokjerner. Det gkte
antallet myokjerner i muskelfiberen som har veert utsatt for en periode med hypertrofisk stimuli vil gi en

mekanisme for muskel-hukommelse. Figuren er inspirert av Bruusgaard et al. (2010).

Myonuklear domenestarrelse er én av to teorier om hvordan hypertrofi oppstar.

Studier har konkludert med at ~26% hypertrofi som fglge av en treningsintervensjon er
ngdvendig for & fremkalle tilvekst av myokjerner, og at domenestarrelsen per myokijerne er
2000-2247 um? (Kadi et al., 2004; Petrella et al., 2006). En nyere meta-analyse av Conceicao
et al. (2018) hevder den foreslatte veksten far nye myokjerner inkorporeres ngdvendigvis ikke
stemmer, og sier at myonukleeer tilvekst vil forekomme selv under 10% hypertrofi, men at en
betydelig gkning farst skjer nar muskelveksten er starre enn ~22%. Hverken kjgnn eller alder
hadde pavirkning pa utfallet, og det var heller ikke en spesifikk fibertype som viste starre

tilvekst av myokjerner enn andre.

Hovedmalet med denne oppgaven var derfor & sammenligne & sammenligne effekten av ulikt
treningsvolum pa muskeltykkelse og fysiologiske endringer i skjelettmuskulaturen hos utrente
individer over en 10 ukers treningsintervensjon. Med det sagt, er hypotesene for studien
felgende:

1. Det er et dose/respons-forhold mellom treningsvolum og muskelvekst.

2. Et hayere treningsvolum vil fare til stgrre gkning i antall myokjerner.
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2. Introduksjon

Styrketrening er en viktig faktor for a opprettholde skjelettmuskulaturens muskelmasse og
muskelstyrke (Brigatto et al., 2019; Colquhoun et al., 2018). Resultatet av en lengre periode
med styrketrening avhenger av manipuleringer av flere variabler, deriblant volum (sett *
repetisjoner * motstand), og spiller en viktig rolle for kroniske adaptasjoner i
skjelettmuskulaturen for blant annet starrelse og styrke (B. J. Schoenfeld et al., 2019). Det
optimale treningsvolumet er enda ukjent, og det er observert signifikant muskelvekst ved bade
lavt (Abe, DeHoyos, Pollock & Garzarella, 2000; Sooneste et al., 2013) og hayt
treningsvolum (Kadi et al., 2004; Radaelli et al., 2015). De sistnevnte studiene viser et tydelig
dose/respons-forhold mellom treningsvolum og muskelvekst (J. W. Krieger, 2010; B.
Schoenfeld et al., 2016).

@kt muskelfiberareal (MFA) er grunnen til muskelvekst, og resulterer i gkt mengde
kontraktile proteiner i fibrene som gir mulighet for flere kryssbro-koblinger pa et gitt
tidspunkt (Frontera & Ochala, 2015). Disse fibrene er betegnet som trege (type 1) og raske
(type 2) muskelfibre (Scott et al., 2001), og har muligheten til a tilpasse sin fenotype og endre
starrelse og arkitektur som fglge av endringer i indre eller ytre miljg (van Wessel, de Haan,
van der Laarse & Jaspers, 2010). Av disse fibrene ser det ut til type 2 er den med sterst
vekstpotensialet som faglge av tung styrketrening (Bellamy et al., 2014; Grgic et al., 2018;
Herman-Montemayor et al., 2015). Hver muskelfiber inneholder flere myokjerner som har
som oppgave a regulere gentranskripsjonen og proteinsyntesen i et begrenset volum
cytoplasma i cellen, ogsa kalt det myonuklezre domenet (MND) (Petrella et al., 2006).
Dersom det er ngdvendig vil myonukleer tilvekst fasiliteres av hvilende satelittceller som
prolifererer, differensierer, og donerer sin kjerne til muskulaturen for a stette den videre
muskelveksten og regenereringen (Lee et al., 2018; Petrella, Kim, Mayhew, Cross &
Bamman, 2008). Det er ikke konsensus i litteraturen angaende denne tilveksten ved
hypertrofi, der noen studier har vist at hypertrofi stgttes av en betydelig gkning av myokjerner
(Bellamy et al., 2014; Leenders et al., 2013; Olsen et al., 2006), mens andre ikke finner
myonuklezr akkresjon ved muskelvekst (Kadi et al., 2004; Petrella et al., 2006; Verdijk et al.,
2009). For a forklare de forskjellige funnene er det foreslatt en to-fasers modell av Kadi et al.
(2004) og Petrella et al. (2006) hvor de sier at hypertrofi farst oppstar som falge av en gkning
i den myonuklezre domenestarrelsen, og at inkorporering av flere myokjerner farst oppstar

nar det behgves for ytterligere muskelvekst.
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Fa studier har undersgkt effekten av et virkelig hgyt treningsvolum, spesielt pa utrente, og
hvor lenge man kan opprettholde den hypertrofiske responsen, og i sa fall ved hvilket
tidspunkt det vil na et plata. Resultater fra tidligere studier angaende en dose/respons-effekt
mellom treningsvolum og muskelvekst har vart motstridende, der noen studier viser at et
hagyere treningsvolum farer til en betydelig gkt muskelvekst (Correa et al., 2015; Ronnestad et
al., 2007; Sooneste et al., 2013), mens andre studier ikke har funnet en volum-avhengig
forskjell (Bottaro, Veloso, Wagner & Gentil, 2011; McBride, Blaak & Triplett-McBride,
2003; Ostrowski, Wilson, Weatherby, Murphy & Lyttle, 1997). Dermed var denne studien
gjort for @ sammenligne effekten av ulikt treningsvolum, og fysiologiske endringer i
skjelettmuskulaturen hos utrente individer over en 10 ukers treningsintervensjon. Mine
hypoteser er:

1. Det er et dose/respons-forhold mellom treningsvolum og muskelvekst.

2. Et hayere treningsvolum vil fare til stgrre gkning i antall myokjerner.
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3. Metode

3.1 Deltagere og eksperimentelt design

Deltagerne i studien var utrente friske individer (24.9 (4) ar; 174 (7.4) cm; 77.7 (16) kg) som
ble rekruttert via e-post, flyers, sosiale medier og muntlig ansikt til ansikt. Inklusjon- og
eksklusjonskriterier for prosjektet er oppsummert i tabell 2. 116 personer meldte interesse for
studien, 62 takket nei, 12 svarte ikke pa henvendelser, og 45 signerte samtykke etter a ha lest
infoskrivet (se vedlegg). Av de 45 var det 8 som ikke fullfgrte studien, og grunnene var som
falger: ikke tid (1), smerte etter biopsi (1), matte aldri opp (1), skade ikke relatert til studien
(1), personlige arsaker (1), avsluttet studien grunnet korona-pandemi (3). Studien var godkjent
av den lokale etiske komité (#2019/818) og fulgte helsinkideklarasjonen.

Tabell 2. Inklusjon- og eksklusjonskriterier

Inklusjonskriterier Eksklusjonskriterier
e 18-35ar o Tidligere skadet som har fort til hemmet styrke
o Friske e Manglende evne til a gjennomfare styrketrening

Symptomer pa darlig helse eller rapportert sykdom

Ikke-rgykende

Utrente (<1 styrkegkt/uke hver 14 dag i lgpet av de
siste 6 manedene, eller mer enn to gkter
utholdenhetstrening)

o Ikke veere pa medisiner som kan pavirke tilpasning
til trening

e Ingen muskel- eller skjelettplager som hindrer

deltagelse i tung styrketrening

Deltagerne ble tilfeldig plassert i én av tre eksperimentelle grupper, og trente ett eller begge
bein ut ifra hvilken gruppe de var i (n = 38), eller en negativ kontrollgruppe (KON, n =5)
(figur 4). | forhold til tidligere studier der lav statistisk styrke ofte er et problem med for fa
forsgkspersoner per gruppe, reduserer var studie litt av stgyet i dataen da de ogsa fungerer
som sin egen kontroll. KON deltok ikke i treningen og ble bedt om & fortsette deres
hverdagslige aktiviteter. Deltagerne i den eksperimentelle gruppen gjennomfarte tre
fullkropps-treninger i uka i 10 uker der tre ulike former for trening av underekstremiteten ble

manipulert. Gruppe 1 gjennomfarte 3 sett pa det ene beinet mens det kontralaterale beinet
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fungerte som kontroll (Gr 1, n = 11). Gruppe 2 (Gr 2, n = 9) gjennomfarte 6 sett pa det ene

beinet mens det kontralaterale beinet fungerte som kontroll. Gruppe 3 (Gr 3, n = 10)

gjennomfarte 6 sett pa det ene beinet og 3 sett pa det andre beinet. Gruppe 4 var farst ikke-

trenende kontroller i lgpet av sommeren 2019 for de gjennomfarte studien (Gr 4, n =5)

unilateralt med 3 sett pa begge bein. Baseline karakteristikk for hver gruppe er oppsummert i

tabell 3. De tre farste ukene av intervensjonen besto av tilvenningsgkter for a instruere

deltagerne til & gjennomfare gvelsene med god teknikk, og for & kartlegge motstanden deres

ved oppstart av treningen.

Tabell 3. Baseline karakteristikk av deltagerne.

Gruppel Gruppe2 Gruppe Gruppe 4 Kontroll
n=11 n=9 n=10 n=>3 n=3
Alder 131(G3) 2539  251(41) 27442 261(82)°
Vekt (kg) 77.5(142) 813(253) T75(156) 792(10.6) 76.6(9.5)
Kroppsfett (%) 349(89)  386(9.5)  367(8.4) 363(7.7)  33.1(8.1)
Total mager masse (kg) 482 (8.9) 46.5(9.4) 45.1(7.5) 436(9.3) 49.1(7.7)
b b
Hoyde (cm) 1748(7.5) 1733(46) 170(7.7) 172.8(3.3) 177.7(7.2)

Verdiene er fremstilt som gjennomsnitt (standardavvik). % signifikant forskjell i alder vs. gruppe 1. ®; signifikant

forskjell i hayde vs. gruppe 3.
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Figur 4. Figuren viser gruppene og tidsforlgpet for de ulike testene. Tidspunkter for biopsi, ultralyd og

DXA er markert med rad pil. BI& pil viser tidspunkt for inntak av tungtvann. Gr; gruppe. 1RM; En repetisjon
maksimum. MVC: Maksimal kontraksjonskraft. DXA: dual-energy X-ray absorpiometry.

3.2 Treningsprotokoll

For alle treningsgktene varmet deltagerne opp i 5 minutter pa ergometersykkel med lav
intensitet, etterfulgt av 2 sett med 10 repetisjoner i beinpress pa det/de beina som skulle
trenes. Gruppe 3 og 4 varmet altsa opp begge bein (unilateralt). Treningsprogrammet bestod
av beinpress og kne-ekstensjon, i tillegg til benkpress og benktrekk for a fa trent overkropp
0g. Treningen av underekstremiteten ble gjennomfart med enten 6, 3 eller O sett per gvelse
avhengig av gruppetilhgrighet. Intensiteten var satt til 10 repetisjoner per sett utfert til
utmattelse (10 RM). Dersom deltageren gjennomfarte 10 repetisjonene i beinpress gkte vi
motstanden med 2,5kg, og reduserte den med tilsvarende vekt dersom de ikke klarte det. Pa
kneekstensjon gkte vi 1,25kg og reduserte med tilsvarende vekt dersom de ikke gjennomfarte
alle 10 repetisjonene. @velsene for overkropp besto av 3 sett pa 10 repetisjoner med ett
oppvarmingssett i forkant. For hvert vellykkede sett (10 repetisjoner) gkte vi motstanden med
1kg, og reduserte med tilsvarende vekt dersom de ikke gjennomfarte alle repetisjonene. Dette
gjaldt for begge overkroppsgvelser. Deltagerne ble instruert & gjennomfare hver repetisjon
basert pa en gitt repetisjonshastighet, og repetisjon maksimum (RM) ble oppnadd dersom

vekten ikke kunne lgftes pa en kontrollert mate. Hvis noen av deltagerne gikk glipp av en
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treningsgkt ble det avtalt ny treningstid med prosjekt-ansvarlig for a sikre at det ble totalt 9
tilvenningsgkter og 21 treningsgkter. Det var personlige trenere til stede pa hver gkt.

3.3 Innhenting av muskelvev og prosessering

Gruppene gjennomfarte muskelbiopsier fgr og etter tilvenningsgktene (T1 og T2), underveis
(T3) (etter ~12-13 gkter) og etter intervensjonen (T4) (figur 4). Alle biopsiene ble tatt
bilateralt fra m. vastus lateralis (VL) under sterile forhold med lokal bedavelse (Lidokain 10
mg ml-1, Mylan Hospital A/S, Oslo, Norway) minst 48 timer etter forrige treningsgkt og 12
timer faste over natt. Det ble tatt i bruk en godt etablert mikro-biopsi teknikk (Hayot et al.,
2005) med bruk av en fjeerbelastet biopsi-pistol (Bard Magnum, Bard Medical, New Jersey,
USA), montert med en 12-g nal (Universal Plus, Mermaid Medical A/S, Stenlgse, Denmark).
Den farste biopsien ble tatt 1/3 distalt til proksimalt pa laret, med de etterfalgende biopsiene
~1 cm proksimalt fra forrige biopsi. Hver prgve ble gyeblikkelig dissekert for synlig bindevev
og blod i salin-lgsning pa is (4°C; NaCl 0,9%, B. Braun) far den ble veid. Pravene for
immunohistokjemiske analyser ble overfart til 4% formalin-lgsning for fiksering i 24-72 timer
for videre behandling. Deltagerne ble fortalt & la bandasjen veere pa minst 1 time etter
biopsien, og plasteret i ca. 3 dagn. De ble bedt om a la stripsen veere pa til den lgsnet av seg

selv.

3.4 Styrketester

En repetisjon maksimum (1RM) tester ble gjennomfart i beinpress, kne-ekstensjon, benkpress
0g benketrekk minst 48 timer etter forrige treningsgkt. Deltagerne varmet farst opp i 5
minutter pa ergometersykkel, for a deretter gjennomfare like mange oppvarmingssett pa alle
gvelser som bestod av 4 sett med gkende motstand ut ifra deres forrige 1RM (50%, 70%,
80%, 95-100% av forrige 1RM) og reduserte antall repetisjoner ved hvert sett (10, 6, 3, 1) For
hvert vellykkede forsgk i beinpress gkte vi motstanden med minimum 2,5kg, og 1,25kg i
kneekstensjon helt til forsgkspersonen ikke lenger klarte a lgfte vekten. Dersom deltageren
ikke klarte deres forrige 1RM reduserte vi belastningen med tilsvarende vekt. Pauseperioden
mellom hvert forsgk var satt til 2 minutter. Rekkefglgen pa testene var lik ved alle

testforsgkene.

3.5 Immunohistokjemi

De immunohistokjemiske metodene ble gjennomfgrt av bioingenigrer ved Innlandet Sykehus
Trust HF Lillehammer. Prgvene av muskelvevet ble fiksert i formalin og lagt i parafin.

Vevsprgvene ble kuttet i tverrsnitt (4pum) og inkubert ved 97 °C i 20 minutter for deretter a
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legges i destillert vann for avkjgling. Visualisering av antistoffene ble gjort ved inkubering av
passende sekundeere antistoffer: goat-anti-mouse Alexa Fluor (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). For bestemmelse av fibertverrsnittsareal, fibertype og antall
myokjerner relatert til de ulike fibertypene ble det farget for antistoffer mot fibermembran
(dystrofin; cat.no. PA121011, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) og myosin-
tungkjede | (cat.no. M8421, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA), med etterfglgende
sekundgere antistoffer som Alexa Fluor 594 og 488 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Til slutt ble muskelprgvene dekket med et dekkglass og limt sammen med
EverBriteTM Hardset Mounting Medium og tilsatt DAPI (Biotium Inc., Fremont, CA, USA).
Antistoffene ble fortynnet i 5% BSA.

3.6 Muskeltykkelse og kroppssammensetning

Muskeltykkelsen av VL ble malt pa begge bein ved bruk av ultralyd (HD11XE, Philips,
Bothell, WA, USA) far (T1) og etter (T2) tilvenningsgktene, underveis (T3) og etter
intervensjonen (T4). Deltagerne ble fortalt & unnga anstrengende fysisk aktivitet minst 48
timer far hver maling. Malingene ble gjort liggende. Det ble smart gel pa omradet ultralyden
skulle tas pa begge ben for a sikre god kontakt mellom apparatet og huden. Ved farste maling
ble 50% av femurlengden malt med maleband og et merke ble satt over den prominente delen
av VL i kontrahert tilstand. For & sikre samme ngyaktige plassering av sonden ved neste
maling benyttet vi et gjennomsiktig ark for & merke av malepunktet og dets plassering i
forhold til kjennetegn som for eksempel faflekker. Sonden ble plassert vinkelrett til vevet,
men uten & komprimere huden. Det ble tatt tre bilder hver gang pa hvert bein. For & male
muskeltykkelsen malte vi distansen mellom fasciene til VL. Alle malinger ble gjort av samme
person. Malinger av muskeltykkelsen ble gjort ved bruk av et B-Mode ultralyd med en 50-mm
lineser matrise transduser. Ferdige bilder ble analysert ved a bruke en imageJ plug-in som er
beskrevet tidligere (Olivier R. Seynnes & Cronin, 2020). Kroppssammensetningen ble malt
ved samme tidspunkt som biopsi og ultralyd ved bruk av dual-energy X-ray absorpiometry
(DXA) (Lunar Prodigy, GE healthcare) med en standard protokoll. Deltagerne leverte

urinprgve ved hver maling og kom fastende (12 timer).

3.7 Mikroskop

Muskelprevene ble oppbevart i et kjgleskap som holdt 4°C uten tilgang til lys. Alle bildene
ble tatt ved bruk av et kamera (Carl Zeiss AxioCam, Miinchen Germany) som var montert pa

en Axioskop 2 mot plus mikroskop (Carl Zeiss Light Microscopy, Gottingen, Germany) med
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programvaren Axio Vision 4.3 (Carl Zeis Vision, Miinchen, Germany). Mikroskopet var
plassert pa et markt rom for & unnga forstyrrelser fra ugnskede lyskilder. For kvantifisering av
mengde type 1 og type 2 fibre og gjennomsnittlig TSA ble det tatt tre til fem x10 Z-stack
bilder per muskelprgve avhengig av starrelsen pa muskelprgven (figur 5). For & unnga samme
muskelfibre ved pafglgende bilder av samme muskelprgve ble det tatt utgangspunkt i én
bestemt muskelfiber som kun hadde halve fiberen i periferien av bildet til & bli med pa hele
neste bilde. For hvert Z-stack bilde ble prgvene tatt med lys for FITC, Alexa og DAPI-filtre
som var tildelt en kanal hver ved bruk av det flerdimensjonale hjelpeverktayet. Dette gjorde at
vi fikk et sammenslatt bilde med tre forskjellige lysstoffkanaler. Kameramodus var satt til
“fast>” for alle kanalene. For a forsikre best mulig bildekvalitet benyttet vi fokuslinjen nederst
1 “’direkte-vinduet’’. Eksponering, lysstyrke og kontrast ble automatisk justert, mens
indikatoren for overeksponering alltid var aktivert. Fgr hvert bilde ble kanalene som er nevnt
ovenfor justert gjennom det flerdimensjonale hjelpeverktayet ved a bruke alternativet
“measure’’. Ved noen tilfeller ga det automatiske malingsalternativet for darlig bildekvalitet
som fglge av sterkt konsentrerte flekker med immunofluorescerende lys som var forarsaket av
ujevnheter og skader pa snittene. De gangene dette var tilfellet ble eksponeringen justert

manuelt for & oppna best mulig bildekvalitet.

A

Figur 5. Viser bilder tatt i mikroskop med de forskjellige kanalene. A: Dystrofin/ fibertype 1/ DAPI
(samlet); B: Dystrofin; C: Fibertype 1; D: DAPI.
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3.8 Analyse av data og statistikk

All deskriptiv data presenteres som gjennomsnitt (gjennomsnitt (standardavvik)). Effekten av
de forskjellige treningsvolumene ble undersgkt med en linear mixed model (LMM) med
endringer fra baseline som den avhengige variabelen og antall sett som den satte (fixed)
effekten. Det var i gjennomsnitt 209 fibre for type 1 og 259 for type 2 per snitt ved analysene
for immunohistokjemiske data. Resultatene oppgis i bade absolutte og relative verdier,
avhengig av modell, og sier noe om forskjellen mellom grupper og tidspunkter gitt den
samme baseline-verdien. Relativ endring ble brukt som avhengig variabel ved myokjerner,
hvor baseline ble gjennomsnittssentrert som den uavhengige variabelen sammen med
tidspunkt og sett. Muskeltykkelse, MFA og MND ble analysert med absolutt endring som
avhengig variabel, hvor baseline ble brukt som uavhengig variabel sammen med tidspunkt og
sett. Estimerte verdier fra modellene er vist som gjennomsnitt med 95% konfidensintervall
unntatt data for myokjerner, som ble logtransformert far statistiske beregninger og presenteres
som tilbake-transformerte gjennomsnitt og konfidensintervall. Forenkling av modellen ble
utfart gjennom reduksjon av ulike parametere for tilfeldige effekter basert pa
sannsynlighetsratio-tester. De immunohistokjemiske analysene ble gjort i Cellprofiler™
(Jones et al., 2008), med modifiserte metoder (se vedlegg). Siden vi gnsker & sammenligne
effekten av ulike treningsvolum, ble gruppene heller fordelt ut ifra sett (6 sett (6-sett); n =18,
3 sett (3-sett); n =29, KON; n = 34). Det ble ikke tatt biopsi ved T3 hos gruppen som fungerte
som kontroll i lgpet av sommeren 2019, ettersom vi regnet med at det ikke ville veere en
endring, og for a begrense antall biopsier. Nar det gjelder immunohistokjemiske analyser var
kvaliteten pa noen av bildene for darlig, og ble derfor ekskludert. Antall analyser per
tidspunkt er oppsummert i tabell 4. Statistiske tester, tabeller og figurer ble gjorti R (R Core
Team, 2018). Nivaet for statistisk signifikans var satt til o= 0,05.
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Tabell 4. Antall personer analysert ved hvert tidspunkt.

A T1 T2 T3 T4
Type 1
3-sett 25 22 25 23
6-sett 18 17 16 18
KON 27 27 20 26
Type 2
3-sett 25 21 25 22
6-sett 18 17 16 18
KON 27 27 20 25
B Ultralyd
3-sett 29 29 29 29
6-sett 18 18 16 18

KON 33 33 31 33

A: Antall personer analysert ved de immunohistokjemiske analysene for de ulike fibertypene. B: Antall personer
analysert ved ultralyd.

4. Resultater

4.1 Treningsvolum

Det gjennomsnittlige treningsvolumet per gkt ved tilvenning for 6-sett var 2095.0kg (226), og
2489.4kg (249) for 3-sett. 3-sett hadde signifikant hgyere treningsvolum per gkt enn 6-sett
(394.9kg (254.3, 535.5)). Det gjennomsnittlige treningsvolumet per gkt ved treningsgktene for
6-sett var 8684.0kg (807), og 4994.0kg (333) for 3-sett. 6-sett hadde signifikant hgyere
treningsvolum per gkt enn 3-sett (3689.7kg (3447.3, 3932.2)).

4.2 Muskeltykkelse

Ved baseline hadde menn 0.09cm tykkere m. vastus lateralis enn kvinner (0.01, 0.16). Begge
settene gkte signifikant i muskeltykkelse sammenlignet med KON som falge av
treningsintervensjonen (T4, 3-sett: 0.22cm (0.17, 0.27); 6-sett: 0.30cm (0.22, 0.37). Det ble

observert signifikant forskjell i muskeltykkelse mellom volumene ved T3, der 6-sett hadde
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signifikant stgrre gkning enn 3-sett (0.13cm (0.05, 0.21)), men det var ingen forskjell etter
intervensjonen (0.08cm (-0.002, 0.16)) (Figur 6).
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Figur 6. Viser endring i muskeltykkelse(cm) i VL i lgpet av treningsintervensjonen.

# signifikant vs. KON, ** signifikant forskjell mellom treningsvolum.

4.3 MFA

Ved baseline hadde menn 949.5um?signifikant starre MFA enn kvinner i type 2 fibre (437.9,
1461.1). Fibertypefordelingen var lik mellom volumene gjennom hele treningsintervensjonen.
10 uker styrketrening farte til signifikant gkning i begge fibertyper for 3-sett (type 1:
326.9um?(12.7, 641.0), type 2: 457.0um? (141.3, 772.7)), og i type 2 fibre for 6-sett
sammenlignet med KON (type 1: 323.0um? (-51.7, 697.8), type 2: 600.4um? (235.3, 965.5)).
Det var ingen signifikant forskjell i type 1 eller type 2 fibre mellom volumene i lgpet av

treningsintervensjonen (figur 7).
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Figur 7. Viser gjennomsnittlig gkning i fiberareal per muskelfiber for type 1 og type 2 fibre. #:

signifikant forskjell vs. KON.

4.4 Myokjerner og MIND

Ved baseline hadde menn 17.5% flere myokjerner enn kvinner (6.9, 29.2). 10 uker
styrketrening farte til signifikant gkning i antall myokjerner i begge fibertyper hos 3-sett
sammenlignet med KON (type 1: 13.1% (2.8, 24.3); type 2: 16.7% (6.0, 28.5), men ikke hos
6-sett (type 1: -3% (-13.0, 9.8); type 2: 0.1% (-11.0, 12.6). Det var en gruppe * tid forskjell
mellom settene, der 3-sett hadde signifikant flere myokjerner enn 6-sett i begge fibertyper ved
T4 (type 1: 16.3% (3.1, 33.1); type 2: 16.6% (3.3, 31.5) (figur 8A). Treningsintervensjonen
farte ikke til signifikante endringer i MND i noen av fibertypene, definert som MFA per
myokjerne, hos 3-sett sasmmenlignet med KON (type 1: -4.0um? (-172.8, 164.8); type 2:
88.2um?(-98.6, 275.1). 6-sett hadde signifikant starre MND i type 2 fibre, men ikke type 1
sammenlignet med KON (type 1: 361.1um?(26.2, 696.1); type 2: 280,4um? (-21.1, 581.9).
Det var ingen signifikant gruppe *tid forskjell i MND mellom volumene i noen av fibertypene
etter treningsintervensjonen (type 1: 223.1um? (-83.5, 529.7); type 2:159.9um? (-179.7,
499.4)) (figur 8B).
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Figur 8. A: Gjennomsnittlig antall myokjerner per muskelfiber for type 1 og type 2 fibre. B: MFA per

myokjerne for type 1 og type 2 fibre. #; signifikant forskjell vs. KON. **; signifikant forskjell mellom

treningsvolum.
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5. Diskusjon

Hovedmalet med denne studien var & undersgke effekten av moderat (18 sett/uke) vs. hgyt (36
sett/uke) ukentlig treningsvolum over en 10 ukers treningsperiode pa muskelvekst og
morfologiske endringer i VL hos utrente individer. Resultatene fra denne studien viser at det
ikke er en forskjell i muskelvekst malt som muskeltykkelse mellom de ulike
treningsvolumene i lgpet av en 10 ukers treningsperiode. @kningen i MFA ble ikke stottet av
myonukleeer tilvekst i hverken type 1 eller type 2 fibre hos noen av settene som falge av

treningsintervensjonen.

5.1 Muskeltykkelse og MFA

@kningen i muskeltykkelse som ble observert hos 3-sett samsvarer med tidligere studier som
har rapportert om en forventet gkning pa ~9-11% etter 8-12 uker styrketrening hos denne
populasjonen, mens 6-sett hadde en starre gkning enn forventet (3-sett: 11.9% (6.17)), 6-sett:
16.2% (8.92)) (DeFreitas, Beck, Stock, Dillon & Kasishke, 2011; Wakahara, Ema, Miyamoto
& Kawakami, 2015). Selv om forskjellen mellom settene ikke var signifikant ved etter
intervensjonen (4.3%), samsvarer det med tidligere meta-analyser og artikler som konkluderer
med at et hgyere treningsvolum, i form av flere sett per muskelgruppe, ferer til stgrre gkning i
muskelmasse (J. Krieger, 2010; J. W. Krieger, 2010; B. Schoenfeld et al., 2016; Wolfe,
LeMura & Cole, 2004).

Til tross for fa studier som har sammenlignet moderat vs. hgyt treningsvolum, har resultater
vist starre hypertrofi som falge av et hgyere treningsvolum. | en studie av B. J. Schoenfeld et
al. (2019) fant de signifikant starre muskelhypertrofi i VL av 45 vs. 27 sett/uke (5.8%), og en
signifikant gkning ved 30 vs. 18 sett/uke for albueekstensor og albuefleksor i en studie av
Radaelli et al. (2015) (data ikke vist). Disse resultatene samsvarer ikke med var studie som
viser at 18 sett i uka lik effekt som 36 sett pa muskeltykkelse. Den signifikante forskjellen
mellom settene ved T3 (6.7%) skyldes ngdvendigvis ikke muskelvekst, men gkt svelling som
et resultat av muskelgdeleggelse for 6-sett, og at muskulaturen adapterte til treningsvolumet
og svellingen forsvant. Etter det jeg vet har kun én studie undersgkt dette (Damas et al.,
2016). | hans studie ble det observert 17.6% gkning i muskeltykkelse allerede etter 3 uker,
men mener dette skyldes gdem-indusert muskelsvelling som et resultat av muskel-
gdeleggelse, og ikke muskelvekst. Det er tenkelig at dette var tilfelle for 6-sett ved T3 med
tanke pa det hagye treningsvolumet, til tross for at gkningen ble sett etter ~7 uker (4 uker med

de respektive volumene). | Damas et al. (2016) sin studie trente deltagerne 12 sett i uka i 10
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uker, og er den samme mengden treningsvolum vi hadde ved tilvenningsgktene for alle
deltagerne. Vi observerte for gvrig 3.16% (6.6) gkning i muskeltykkelse for 6-sett og 1.63%
(6.4) for 3-sett ved T2, og er i tillegg lavere enn det tidligere studier har sett etter en liknende
treningsperiode (~4.5-6%) (O. R. Seynnes, de Boer & Narici, 2007). I studien til O. R.
Seynnes et al. (2007) hadde de ogsa hgyintensiv styrketrening, men forskjellen fra var og
deres var antall forsgkspersoner (n = 7), malemetode (MRI) og den forskijellige
treningsmetoden. | motsetning til ultralyd som kun males i én dimensjon, males MRI i to
dimensjoner, og kan derfor gi et starre resultat. Dersom gkningen ved T3 faktisk var
muskeltykkelse kan det tenkes at deltagerne ikke fikk nok restitusjon mellom gktene som
folge av belastningen i lgpet av treningsperioden, og derfor responderte darligere mens
treningen fortsatte etter dette tidspunktet. | tillegg ser det ut som at 6-sett hadde nadd et plata
dersom studien hadde hatt lenger varighet, og at 3-sett hadde endt opp med starre
muskelhypertrofi.

Det ble observert signifikant gkning i MFA i begge fibertyper hos 3-sett (type 1: 11.1%
(18.8); type 2: 12.2% (11.1)) og kun i type 2 fibre hos 6-sett (type 1: 7.0% (9.49); type 2:
15.2% (12.9)), og samsvarer med tidligere studier som viser at type 2 fibre har det starste
vekstpotensialet ved tung styrketrening (Bellamy et al., 2014; Damas et al., 2018; Nederveen
et al., 2016; Snijders et al., 2016). Det ser ut til at type 1 fibre heller oppnar starre vekst ved
lavere belastning (< 50% av 1RM), sa lenge det er gjort til utmattelse. En nylig studie av
Bjornsen et al. (2019) fant en starre gkning av type 1 fibre (19%) enn type 2 (11%) som falge
av 14 treningsgkter med okklusjons-trening hvor de trente med 20% av 1RM til utmattelse.
Dette stgttes av tidligere studier som ogsa har funnet starre gkning i type 1 fibre ved lavere
belastning (Mitchell et al., 2012; Netreba et al., 2013). I var studie gkte kun 3-sett signifikant i

type 1 fibre som folge av treningsintervensjonen, men det var ikke forskjell mellom settene.

5.2 Myokjerner og MND

Et vanlig utfall som falge av styrketrening er gkning i MFA. Ifglge teorien om myonuklegr
domenestgrrelse er kapasiteten til de eksisterende myokjernene nok til & stgtte den tidlige
muskelveksten ved pabegynt styrketrening, men krever flere myokjerner ved ytterligere vekst
(Snijders et al., 2016). Det er ikke konsensus i litteraturen angdende virkningen av
styrketreningsindusert hypertrofi nar det kommer til endringer i myonukleaer domenestarrelse
og myonuklezr akkresjon. Noen studier har vist at muskelvekst i betydelig grad stattes av gkt
antall myokjerner (Kadi & Thornell, 2000; Leenders et al., 2013; Olsen et al., 2006), mens

andre ikke har klart & oppdage myonuklezr akkresjon som faglge av styrketrening (Herman-
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Montemayor et al., 2015; Kadi et al., 2004; Verdijk et al., 2009). | var studie var ikke
hypertrofien av muskelfibrene stor nok til a observere gkning i myonuklezrt innhold hos noen
av settene. Dette stemmer overens med tidligere studier med lik varighet (Damas et al., 2018;
Mackey, Andersen, Frandsen & Sjegaard, 2011), og indikerer derfor at de eksisterende
myokjernene hadde kapasitet til a ta opp den ytterligere gkningen av det cytoplasmatiske

omradet.

Styrketreningen farte imidlertid til en gkning i MND hos begge settene i begge fibertypene. |
motsetning til var sa de i en studie av Petrella et al. (2006) signifikant gkning av antall
myokjerner hos unge menn ved 27 sett i uka for VL. Forskjellen fra var og deres studie var
varigheten pa studien (16 uker). Antall sett til utmattelse kan derfor ha starre betydning enn
treningsvarighet, og stettes av tidligere studier der det er observert signifikant gkning i antall
myokjerner ved totalt 240-432 sett i lgpet av treningsintervensjonen (Bellamy et al., 2014;
Leenders et al., 2013; Olsen et al., 2006; Snijders et al., 2016). Derfor kan det tenkes at vi
ville observert en gkning i myokjerner hos 6-sett ettersom de gjennomfarte 288 sett i lgpet av
studien. Det hadde veert interessant a undersgke om det var en forsinket myonukleaer
akkresjon hos dem, da de i studien til Bjornsen et al. (2019) observerte en videre gkning i
antall myokjerner 10 dager etter endt treningsintervensjon. Det kan tenkes at 6-sett muligens
hadde en «funksjonell overtrening» som faglge av treningsvolumet, og at det ville veert en
gkning ved et senere tidspunkt. Til tross for variasjon i malingene er det mulig at den
observerte myonukleere tilveksten ved t3 heller var en respons til regenerering av gdem-
indusert muskelgdeleggelse som kan ha oppstatt av treningsvolumet (Crameri et al., 2007;
Mackey et al., 2016).

Den fraveerende gkningen av myokjerner samsvarer dog med tidligere studier som har
foreslatt ~26% hypertrofi av muskelfibrene som ngdvendig for inkorporering av nye
myokjerner (Kadi et al., 2004), og en foreslatt minimum hypertrofi pa 15% (Petrella et al.,
2006). Disse forslagene utfordres i en meta-analyse av Conceicao et al. (2018), hvor de fant at
myonukleer tilvekst forekom selv under 10%, men at en signifikant gkning farst oppstar ved
~22% hypertrofi. De hevder at grunnen til & oppdage sma forandringer ved moderat hypertrofi
kan skyldes mangelen pa falsomheten i de immunohistokjemiske prosedyrene, som kan veere
tilfelle i var studie ettersom begge settene gkte mer enn 10% i type 2 fibre, mens 3-sett gkte
mer enn 10% i type 1. Studier er basert pa tverrsnitt fra muskelbiopsier for & male
fiberstarrelse, myonuklezrt innhold og domenestarrelse. Det er ogsa viktig a ta hensyn til at

endringer i muskelarkitekturen ikke oppstar i kun to dimensjoner. Teorien om MND er at hver
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myokjerne kontrollerer et bestemt omrade cytoplasma i muskelfiberen, og bestar av tre
dimensjoner, noe som ikke er redegjort for i de histokjemiske analysene (Conceicao et al.,
2018).

5.3 Metodediskusjon

Det ble observert signifikant forskjell i alder og hayde mellom noen av gruppene ved
baseline, men forskjellene var sapass sma og har sannsynligvis heller ikke en pavirkning for
utfallet. Flere av deltagerne i KON spilte innebandy underveis i studien, og trente i tillegg
dette to til tre ganger i uka. Dette gjorde de ogsa far de deltok, og representerer derfor ingen
endring i deres aktivitetsniva i lgpet av perioden som kontroll. Flere av snittene for
mikroskopet var av generelt lav kvalitet og hadde darlig DAPI-innfarging, som kan ha
pavirket utfallet (vil innfarges pa nytt ved mulig anledning). Dette gjer at MND muligens er
starre enn hva den opprinnelig er siden Cellprofiler™ ikke klarer & detektere alle
myokjernene i analysen. Det er heller ikke kjent om myokjernene er homogent distribuert
over hele lengden pa muskelfiberen (Conceicao et al., 2018), sa det kan tenkes at en gkning i
antall myokijerner skjules av hypertrofien da veksten ogsa skjer i lengde pa muskulaturen, og
ikke kun der biopsien ble tatt. Studier bruker vanligvis frysesnitt som analysemetode, som i
motsetning til parafinsnitt kan inneholde vann. En falge av styrketrening er muskelsvelling,
som kan fare til mer vann i muskulaturen. Om vaskeinnholdet endres med trening, men

pavirkes forskjellig av analysemetodene kan det pavirke utfallet.

5.4 Praktiske anbefalinger

Selv om et hgyere treningsvolum farte til litt starre vekst, var forskjellen ubetydelig, og det
forekom i tillegg knesmerter hos flere av deltagerne som fglge av belastningen. Det er viktig a
gjere en vurdering av om verdien av den minimale gkningen vi ser hos 6-sett er tilstrekkelig
til & forsvare et dobbelt s3 hgyt treningsvolum. Vi vet heller ikke om de siste settene i en
gvelse var ungdvendig for videre muskelvekst for 6-sett. Det kan tenkes at denne gruppen
nadde det maksimale vekstpotensialet innen hver gkt etter 4 eller 5 sett per gvelse. Personlig
ville jeg ikke anbefalt sa stor gkning fra tilvenning til respektivt volum som 6-sett for denne
populasjonen da det i tillegg til & veere tidkrevende kan fare til skader. Til tross for at var
studie hadde progresjon i form av gkt mostand (relativ intensitet), vil jeg for den generelle

populasjonen heller anbefale en gradvis gkning i treningsvolum i form av sett.
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5.5 Konklusjon

Resultatene fra denne studien viser at det ikke er forskjell i hypertrofi mellom moderat og
hagyt treningsvolum som fglge av en 10 ukers treningsperiode for utrente individer. Den
observerte hypertrofien ble ikke stattet av myonuklezer akkresjon hos noen av settene.
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Vedlegg
Vedlegg 1 - Samtykkeskjema

Vil du delta i forskningsprosjektet

”ContraTRAIN - en valideringsstudie av kontralaterale treningsdesign”?

Dette er et spgrsmal til deg om a delta i et forskningsprosjekt hvor formalet er & skaffe ny kunnskap
om hvordan vi kan optimalisere designet pa treningsstudier for & best mulig kunne undersgke effekten
av trening. | dette skrivet gir vi deg informasjon om malene for prosjektet og hva deltakelse vil

innebeere for deg.

Formal

Fysisk aktivitet har en rekke positive effekter pa menneskekroppens funksjoner og er et av vare
viktigste virkemidler for & fremme folkehelsen. Ikke nok med at det gir forebygging av
livsstilssykdommer som for eksempel hjerte-karsykdom, respiratoriske sykdommer og metabolske
sykdommer, det gir ogsa styrke og utholdenhet til & beherske dagliglivets utfordringer. For & forsta
mekanismene bak de positive effektene av fysisk aktivitet er gode studiedesign helt sentrale. Vi
gnsker i denne studien & gke kunnskapen om anvendelse av kontralaterale treningsprotokoller: trening

av ett bein om gangen, med ulik type trening pé de to beina.

Vanligvis sammenlignes to ulike treningsprotokoller ved at de utfares av to ulike grupper individer.
Ulike individer responderer imidlertid ulikt pa trening. | slike studier ser vi derfor stor variasjon i
treningsresponser. Denne variasjonen gjer det vanskelig & sammenligne effektene av
treningsprotokollene. Den vanligste maten & lgse denne utfordringen pa er & inkludere mange
forsgkspersoner. | denne studien skal vi imidlertid se pa hvordan vi kan gjere sammenligningen innad
i ett individ. Nar samme individ gjennomfarer begge treningsprotokoller forsvinner mye av

variasjonen. Dette reduserer behovet for antall forsgkspersoner og styrker studiene betraktelig.

I denne studien skal vi anvende et kontralateralt studiedesign for & studere hvordan muskelstyrke,
muskelvekst og relaterte celluleere mekanismer pavirkes av ulikt treningsvolum. Samtidig skal vi
kartlegge hvordan slike studiedesign kan brukes i videre forskning. @kt forstaelse for unilateral
trening og individuelle responsmgnstre vil vaere viktig for a utvikle individuelt tilpassede

treningsprogrammer og derigjennom gke effekten av trening for den enkelte.

43



Dette skal undersgkes ved a studere effektene av de to treningsprotokollene pa muskelstyrke,

muskelmasse, samt cellebiologiske trekk som for eksempel cellers form og utseende, arvematerialets

sammensetning (inklusiv DNA-sekvens og epigenetisk modifisering), proteinsyntese (ved hjelp av

deuterium), proteinforekomst og -funksjon, RNA-uttrykk i beinmuskulatur til tidligere utrente

individer. Vi skal ogsa undersgke hvordan muskulaturens og blodets sammensetning forut for

treningsperioden pavirker treningseffektene.

Deltakerne skal deles inn i fire grupper som skal trene som skissert i figur 1. Avhengig av hvilken

gruppe du trekkes til, vil du trene ett eller begge bein i en periode pa 11 uker. Du vil ogsa trene

overkroppsmuskulaturen (pa ordiner mate: to armer). Treningsprogrammet vil gjennomfares som 3

eller 6 sett med styrketrening for hver gvelse, med 10 repetisjoner maksimum i hvert sett. Totalt vil

studien vare i ca 13 uker. De tre farste ukene i studien vil vare en kombinasjon av tilvenning til

trening og testing. Fra uke 4 til 11 gjennomfares treningsintervensjonen. Testbatteriet gjentas midtveis

i treningsintervensjonen (uke 7) og etter avsluttet trening (i uke 11-12). Figur 1 viser tidsplanen for

studien. Gruppe 4 vil i farste halvdel gjennomfare testing pa samme mate som de andre gruppene,

men uten trening. Etter at de andre gruppene er ferdig med sin trening gjennomfarer gruppe 4 sin

treningsperiode, med tilhgrende testing. Studien vil derfor ha en varighet pa 26 uker for deltagere i

gruppe 4. Figur 1

X — Ingen trening
A —-3x10 RM, 3 d/uke
B - 6x10 RM, 3 d/uke

Testing + trening lg&“'ng Testing
4x 1RM 2x 1RM
4 x Isometrisk styrke f Biopsi :zg::nﬁgrl:ie 4 x Isometrisk styrke
4 x Isokinetisk styrke $Tunetvann thralydy 4 x Isokinetisk styrke
4x Sykkeltest g XA 4x Sykkeltest
Ultralyd Ultralyd
DXA } Trening DXA
tt #t 1t
1 2 3 5 6 7 8 10 11 12 13
Uke

Deltakere ma mgte for testing og trening tre ganger i uken gjennom hele studien, med unntak av

gruppe 4 som i sin farste periode bare ma mete til testing. Deltakere i grupper som bare trener ett bein

vil fa tilbud om a trene en ny periode med begge bein etter intervensjonen. All trening og testing vil

forega under veiledning pa Hegskolen i Innlandet, Campus Lillehammer. Studien er et
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forskningsprosjekt som involverer bade master- og bachelorstudenter som vil skrive sine oppgaver
basert pa resultatene. Detaljert informasjon om innhold og tidsforlgp vil bli gitt i informasjonsmate

hvor det og vil veere mulig a stille spgrsmal.

Hvem er ansvarlig for forskningsprosjektet?

Hagskolen Innlandet er ansvarlig for prosjektet og Havard Hamarsland er prosjektansvarlig.

Hvorfor far du spgrsmal om a delta?

Du far dette informasjonsskrivet fordi du har vist interesse for a delta i forskningsprosjektet

ContraTRAIN og oppfyller inklusjonskriteriene:

*  Mellom 18 og 35 ar

 Utrent (ikke har trent systematisk styrketrening mer enn to ganger per maned og ikke har trent

utholdenhetstrening mer enn 3 timer per uke det sist halvaret)
* Ikke rgyke
* Ikke vaere pa medisiner som kan pavirke tilpasning til trening

* Ikke ha skader i muskel eller skjelett som hindrer deltagelse i tung styrketrening

Hva innebarer det for deg a delta?

Deltakere trekkes til 4 ulike grupper som skal trene ulike kombinasjoner av tung styrketrening pa bein
og overkropp (se figur 1). Deltakerne i tre av gruppene ma over 13 uker mgte 3 ganger per uke pa
Hgyskolen Innlandet Campus Lillehammer for testing og trening. Deltakere i den fjerde gruppen vil
farst fungere som en kontrollgruppe som gjennomfarer testing, men ikke trening. Etter perioden som
kontrollgruppe gjennomfarer ogsa denne gruppen en treningsintervensjon med testing. For denne

gruppen vil intervensjonen veare 26 uker. All testing og trening vil forega under veiledning.

Testingen vil involvere:
* Blodprgve for og etter treningsperioden.

* Maling av kroppssammensetning ved DXA. Denne testen gjennomfares fastende pa

morgenen far, midtveis og etter treningsperioden.
« Maling av tykkelsen av larmuskulaturen med ultralyd.

* Maksimale styrketester i beinpress, kneekstensjon, benkpress og sittende roing, fer og etter

treningsperioden.
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»  Statisk styrke i kneekstensjon (S3C) og isokinetiske tester fgr, midtveis og etter
treningsperioden.

»  Sykkeltest med ettbeinssykling.

* Vevsprgver tatt ved mikrobiopsier. Totalt vil det tas 4 mikrobiopsier fra hvert bein for
deltakere i tre av gruppene, mens det i den fjerde gruppen (kontrollgruppen) vil tas 7
mikrobiopsier fra hvert bein. Noen synes vevsprgvetaking er ubehagelig. Man vil typisk bli
litt stel i muskelen 1-2 dager i etterkant. | sveert fa tilfeller vil biopsitaking kunne fare til at
falelsen i huden forsvinner for en lengre periode, eller gi tydelig arrdannelse. Biopsitaking er
ogsa forbundet med en viss infeksjonsfare. Risikoen for disse komplikasjonene er sveert liten
ved bruk av prosedyrene som benyttes i dette prosjektet. Du vil fa klare instrukser om

hvordan du skal behandle saret i etterkant av prgvetagningen.

*  For & kunne male hvor raskt nye proteiner bygges inn i muskulaturen ma du i uke 7 av
prosjektet innta en dose tungtvann. Det er ingen kjente helsekonsekvenser ved inntak av de
dosene som anvendes i studien, men lett svimmelhet kan forkomme. For
a unnga dette vil dosen fordeles over flere inntak og du vil fglges opp av testpersonalet i

perioden hvor svimmelhet kan inntreffe.

Det er frivillig 4 delta
Det er frivillig & delta i prosjektet. Hvis du velger & delta, kan du nar som helst trekke samtykke
tilbake uten & oppgi noen grunn. Alle opplysninger om deg vil da bli anonymisert. Det vil ikke ha

noen negative konsekvenser for deg hvis du ikke vil delta eller senere velger a trekke deg.

Ditt personvern — hvordan vi oppbevarer og bruker dine opplysninger

Vi vil bare bruke opplysningene om deg til formalene vi har fortalt om i dette skrivet. Vi behandler

opplysningene konfidensielt og i samsvar med personvernregelverket.

Det er bare studenter og forskere involvert i studien som vil ha tilgang til resultatene dine. Resultatene
dine vil bli lagret digitalt pa en sikker forskningsserver og eventuelt i papirformat innelast i en safe. |
disse dokumentene vil ditt navn og dine kontaktopplysninger erstattes med en kode. Kodengkkelen
som binder ditt navn til resultatene vil vere innelast i en safe, adskilt fra gvrige data. Dine data vil

ikke kunne gjenkjennes i de vitenskapelige publikasjonene som vil publiseres.

Hva skjer med opplysningene dine nar vi avslutter forskningsprosjektet?
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Prosjektet skal etter planen avsluttes 31.12.2023. Etter at studien er avsluttet vil testresultater og
innsamlet biologisk materiale innlemmes i en biobank (se eget delkapittel om biobank) og destruert
innen 31.12.2038. Det vil ikke vaere mulig & spore dine resultater eller praver tilbake til deg fra denne
biobanken. Dataene i biobanken vil danne grunnlaget for doktorgrader og vitenskapelige
publikasjoner.

Biobank

Alle blod- og vevsprgver, samt gvrig informasjon som innhentes i prosjektet, inklusiv informasjon
som blir utledet fra det biologiske materialet, vil bli lagret i kodet tilstand i en forskningsbiobank
tilknyttet prosjektet og vil etterhvert bli overfart til den generelle biobanken «The TrainOME —
humane cellers tilpasning til trening og miljg» (REK-id: 213483), situert ved Hggskolen i
Innlandet/Sykehuset Innlandet. TrainOME-prosjektet er igangsatt for & avdekke sammenhenger
mellom individers tilpasningsevne til trening, ogsa kalt trenbarhet, og kroppslige/cellulere szrtrekk.
Gjennom den generelle biobanken skal prevene analyseres sammen med pragver fra en rekke andre
prosjekter, hvor den overordnete malsettingen er & studere faktorer som er bestemmende for generell
trenbarhet. Dette inneberer generell analyse av cellebiologiske og genetiske trekk som for eksempel
cellers form og utseende, arvematerialets sammensetning (inklusiv DNA-sekvens og epigenetisk
modifisering), proteinsyntese, proteinforekomst og -funksjon, RNA-uttrykk og -regulering,
hormonforekomst, kroppens indre miljg (metabolomet), og mange flere mal. Det biologiske materialet
vil bli anonymisert innen 31.12.2038, hvorpa det vil bli destruert innen fem ar. Forskningsdata som
har blitt utledet av materialet vil deretter bli oppbevart i anonymisert tilstand pa sikker server pa
ubestemt tid, sammen med gvrige data innhentet i prosjektet. Professor Stian Ellefsen er

hovedansvarshavende for forskningshiobanken.
Dine rettigheter

Sa lenge du kan identifiseres i datamaterialet, har du rett til:
* Innsyn i hvilke personopplysninger som er registrert om deg
» A farettet personopplysninger om deg
* Faslettet personopplysninger om deg
* Fa utlevert en kopi av dine personopplysninger (dataportabilitet)

« A sende klage til personvernombudet eller Datatilsynet om behandlingen av dine

personopplysninger.
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Hva gir oss rett til & behandle personopplysninger om deg?

Vi behandler opplysninger om deg basert pa ditt samtykke.

Pa oppdrag fra Hagskolen Innlandet har NSD — Norsk senter for forskningsdata AS vurdert at
behandlingen av personopplysninger i dette prosjektet er i samsvar med personvernregelverket.

Hvor kan jeg finne ut mer?

Hvis du har sparsmal til studien, eller gnsker & benytte deg av dine rettigheter, ta kontakt med:

* Hagskolen Innlandet ved Havard Hamarsland (tlf: 93445916, epost:

havard.hamarsland@inn.no, eller Stian Ellefsen (tIf: 61288103, epost: stian.ellefsen@inn.no

* NSD - Personvernombudet, pa epost (personvernombudet@nsd.no) eller telefon: 55 58 21
17.

» Var lokale kontaktperson for personvern i forskning: Anne Sofie Lofthus, forskningsradgiver,

Hggskolen i Innlandet, anne.lofthus@inn.no, telefon: 61288277 .

Med vennlig hilsen

Havard Hamarsland Stian Ellefsen

Prosjektansvarlig (Hovedansvarshavende Biobank)

Samtykkeerklaering ContraTRAIN

Jeg har mottatt og forstatt informasjon om prosjektet (ContraTRAIN), og har fatt anledning til a stille

spgrsmal. Jeg samtykker til & delta i treningsintervensjonen med tilhgrende testing, herunder

* Blodprgver

« DXA

* Maksimale styrke- og utholdenhetstester

* Testing av statisk styrke i kneekstensjon med elektrisk stimulering av larmuskulaturen

* Vevsprgver tatt ved mikrobiopsier. [ Inntak av tungtvann.
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Jeg samtykker til at mine opplysninger behandles frem til prosjektet er avsluttet, ca.
31.12.2023.

(Signert av prosjektdeltaker, dato)

FORESPYRSEL OM AVGIVELSE AV VEVS-OG BLODPR@VER TIL EN GENERELL
FORSKNINGSBIOBANK

The TrainOme — humane cellers tilpasning til trening og miljg

Dette er en foresparsel til deg om du gnsker & bidra med vevs-og blodpraver i den generelle
forskningsbiobanken the TrainOME.

Hva er The TrainOME?

The TrainOME er en generell forskningshiobank som er godkjent av regional etisk komité (REK) og
som legger til rette for oppbevaring av biologisk materiale som skal benyttes til forskning og
kartlegging av sammenhengen mellom trenbarhet og cellulere egenskaper. Biobanken inkluderer
vevs- og blodpraver fra en rekke enkeltstaende forskningsprosjekt, som hver og en har blitt vurdert av
regional etisk komite. Hvilke analyser som vil bli gjort pa dine praver vil i sin helhet vaere definert i
den prosjektspesifikke prosjektprotokollen. For ytterligere informasjon, ta kontakt med
hovedansvarshavende for forskningshiobanken, Stian Ellefsen (epost: stian.ellefsen@inn.no; tlf:
61288103).

Hva skjer med prgvene og informasjonen om deg?

Prgvematerialet vil bli oppbevart i lasbar fryser pa last lagerrom, situert ved Hagskolen i
Lillehammer/Sykehuset Innlandet. Alle opplysninger og praver vil bli behandlet uten navn og
fadselsnummer eller andre direkte gjenkjennende opplysninger. En kode knytter deg til dine
opplysninger og prgver gjennom en navneliste. Denne vil bli oppbevart adskilt fra gvrige data, enten i

Iast skap lokalisert til lasbart kontor eller pa sikker server tilhgrende Haggskolen i Lillehammer og vil
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kun veere tilgjengelig for autorisert personell. Det vil ikke vaere mulig & identifisere deg i resultatene
som kommer ut av biobanken nar disse publiseres. Deler av

materialet vil kunne bli sendt til utlandet for analyse. Merking vil i slike tilfeller vaere begrenset til
identifikasjonsnummer; dvs. de vil bli sendt i kodet tilstand. Ubenyttet materiale vil bli returnert til
Lillehammer i etterkant av analysene. Det biologiske materialet vil bli anonymisert innen 31.12.2038,
hvorpa det vil bli destruert innen fem ar. Hagskolen i Lillehammer ved administrerende direkter er
databehandlingsansvarlig.

Dine rettigheter

Det er frivillig om du vil la ditt biologiske materiale innga i The TrainOME-biobanken og du kan nar
som helst trekke tilbake ditt samtykke uten at du trenger oppgi grunn for dette. Hvis du sier ja til
innlemmelse i biobanken, har du rett til & fa innsyn i opplysninger som er registrert pa deg og ogsa rett
til & fa korrigert eventuelle feil som oppdages. Du vil etter loven ha krav pa jevnlig informasjon om
hvordan materialet blir benyttet. Om du trekker ditt samtykke, vil ditt biologiske materiale samt
utledete data bli slettet, med mindre opplysningene allerede inngar i analyser eller har blitt brukt i

vitenskapelige publikasjoner.

Prosjektkoordinator eller gvrige prosjektmedarbeidere kan kontaktes nar som helst i arbeidstiden:

Stian Ellefsen (hovedansvarshavende), tIf: 61288103, epost: stian.ellefsen@inn.no

Bent Ragnnestad (prosjektkoordinator), tIf: 61288193, epost: bent.ronnestad@inn.no

Gunnar Slettalgkken (prosjektkoordinator), tIf: 61288182, epost: gunnar.slettalokken@inn.no

Samtykke til deltakelse i den generelle forskningsbiobanken
Jeg bekrefter med dette & ha lest informasjonsskrivet knyttet til den generelle biobanken «The
TrainOME — humane cellers tilpasning til trening og miljg» og samtykker til at mine vevs- og

blodpraever kan innga i biobanken:

Sted:. oo Underskrift: ...

50



51



Vedlegg 2 - Cellprofiler
e Det ble tatt tre bilder og slatt sammen til ett for hver biopsi.

e Bildene vi gnsket & analysere legges inn i cellprofiler og er navngitt i forhold til
tidspunkt, forsgksperson og hvilket bein.

e CO er fibertype, C1 er dystrofi og C2 er nukleus.

e Tallet som star etter C definerer hvilken type/kanal det er. Det som star etter T sier om
hvilket tidspunkt det er. Det som star etter FP sier hvilken forsgksperson det er, og det
som star etter VL (r eller I) sier hvilket bein det er. Disse dataene ble brukt av

CellProfiler for & sortere resultatene i outputfilen.
Rekkefglgen pa de forskjellige stegene og hva de gjer:

1. ColorToGray
- Konverterer et bilde med flere fargekanaler til en eller flere skalaer av grafarge. Dette ble
gjort for dystrofin, fibertype og myokjerner.
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2. Invert

- Inverterer bildene.

e Correctilluminationcalculate
- Beregner en belysningsfunksjon som brukes til & korrigere ujevne

belysninger/skyggelegging eller for & redusere ujevne bakgrunner i bildene.
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Closing
- Disk

-> Brukes for a fjerne “’pepper noise’’ (smé meorke flekker) og slar sammen
sma lyse sprekker. Tomrom blir fylt sa det blir lettere & se nettverket og ikke fa
ugnskede fibre i det omradet senere. Satt innstillingene til & finne strukturer formet
som ‘’disk’’ med en maks sterrelse pa 7.
EnhanceOrSupressFeatures
- Forbedrer eller reduserer visse bildefunksjoner (f.eks. flekker og ringformer, og gjar
det mulig a forbedre etterfglgende identifikasjon av bildet.
- Har brukt “’neurites’” pa hvordan type den skal finne, som er lange tynne
“gjenstander’’ som fir frem sin intensitet. Programmet forsgker a finne de og gjere
de sterkere, og fremhever det.
- Kan legge inn hvor kraftig vi gnsker & fremheve det (vi satt det til 10). Valgte “line-
structures’.
Opening
- Gjer det motsatte av «closing»; fjerner hvite prikker og slar sammen svarte prikker
0g gjer de enda sterkere. Starrelsen var satt til 10.
Imagemath
- Utfarer forskjellige matematiske formler av to eller flere bildeintensiteter med en
konstant for individuelle bildeintensiteter. Her forsterket vi det svarte pa bildet 20
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3. IdentifyPrimaryQObjects
- Identifiserer biologiske objekter som er av interesse.

e Threshold
- Produserer et svart-hvitt bilde basert pa en terskel som kan velges pa forhand eller
beregnes automatisk ved hjelp av flere metoder. Terskelverdien som ble satt var

«global», og metoden var «outso». Det ble valgt «two-classes» som terskel da nivaene

av gratonene enkelt skilles ut i kun to nivaer.
fibers
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4. OverlayOutlines

- Plasserer konturer av forskjellige objekter over gnsket bilde.

e ExpandOrShrinkObjects
- Utvider eller krymper objekter med en definert avstand. | vart tilfelle utvidet vi de.

e MeasureObjectSizeShape
- Maler flere arealer og former ved de identifiserte objektene.

e FilterObjects
- Fjerner objekter som er basert pa malinger som er produsert av en annen modul.
Alle objektene som ikke tilfredsstilte de spesifiserte parameterene ble utelukket.
- Malingen som ble valgt for a filtrere var «eccentricity» som var satt til >0,85, og
«FormFactor». Sistnevnte sier noe om hvordan form cellen har. Hvis en celle ser lang
og slank ut vet vi at den ikke er kuttet riktig (kuttet pa skratt). Dette gjorde vi pa de
forskjellige faktorene vi gnsket a se pa og filtrere ut, som f.eks. myokjerner, og det ble

bestemt hvilken farge som skal veere rundt de forskjellige objektene.
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5. MeasureObjectintensity

- Farst brukte vi MeasureObjectSizeShape. Denne bruker alltid den siste malingen for a gjare
videre analyser.

- MeasureObijectiIntensity maler intensiteten for de identifiserte objektene. Ved f.eks.
myokjerner vil denne modulen ta ut intensitetsfunksjonen for hvert objekt basert pa ett eller
flere liknende gratonebilder, og malinger registreres for hvert objekt.

e FilterObjects
- Etter & ha malt intensiteten brukte vi FilterObjects igjen, hvor vi denne gangen
filtrerte malingene ut fra «Meanlntensity» som sier noe om den gjennomsnittlige

piksel-intensiteten innenfor et objekt.
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6. IdentifyPrimaryObjects

- ldentifiserer objektene av det vi var interessert i a se pa. Ved myokjerner satt vi stgrrelsen
0-40 for & veere sikre pa at vi fikk med alle. Utfordringen her var at mange 1& ganske neere
hverandre, og blir derfor slatt sammen til én myokjerne. «Minimum cross entropy» ble valgt
som metode for terskelen. Dette gjer at fordelingen av de forskjellige intensitetene som
definerer for- og bakgrunn brukes som estimater for fordelingene som produserer intensiteten
til pikslene i for- og bakgrunnen.
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- ShrinkToAPoint; Gjgr hver nukleus om til én piksel. Hvis den ligger innenfor cellen (senter

av kjernen) telles det som en myokjerne.
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7. OverlayOutlines
- Deretter plassere vi nye konturer av forskjellige objekter over det gnskede bildet.

¢ RelateObjects
- Til slutt relaterer vi de forskjellige objektene til det vi gnsker a se pa. Denne modulen lar oss
knytte underordnede objekter til starre objekter. Dette er et viktig steg for & telle antall
myokjerner som er tilknyttet de ulike fibrene, og for & beregne gjennomsnittlige verdier for

alle myokjerner tilknyttet hver fibertype.
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8. Export to spreadsheet
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- Til slutt eksporterte vi resultatene fra analysene i cellprofiler til et Excel-dokument.
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