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Sammendrag

Bakgrunn: Produsenter av antioksidanttilskudd har lenge hevdet at toppidrettsutavere bar ta
slike tilskudd for & bedre prestasjon, samt & gke helsegevinstene i forbindelse med
utholdenhetstrening. De underliggende mekanismene og dokumentasjonene for disse
pastandene er imidlertid uklare. Som en fglge av utholdenhetstrening gker
mitokondriekapasiteten, og dette medfarer gkt niva av enzymer som er delaktig i regenerering
av energi (ATP) og proteinsyntese. Antioksidanter har i noen studier imidlertid vist seg a
hemme treningsindusert oppregulering av mitokondriekapasitet. To viktige enzymer i
mitokondriene er HSP60 og COX4.

Formal: Formalet med studien har veert a undersgke om tilskudd av antioksidanter pavirket
tilpasningsresponser (niva av COX4 og HSP60) i muskelen som fglge av utholdenhetstrening.
Metode: Pa forhand relativt godt trente forsgkspersoner (9=24, 3=29) ble randomisert inn i
fire grupper, med jevn kjgnnsfordeling. Intervensjonsperioden besto av 12 ukers
utholdenhetstrening (intervall- og langkjering, lgping) med tilskudd av antioksidanter; C- og
E-vitaminer (n=15), Smartfish (n=10), astaxanthin (n=12), og placebo (n=16).
Membranfraksjon av vevsprgver fra m. vastus lateralis ble brukt til immunoblot av COX4 og
HSP60. For & undersgke effekten av antioksidanttilskudd pa aerob kapasitet, ble VO;mas malt.
Statistikk: Det ble utfart parete og uparete t-tester, i tillegg til Kruskal-Wallis test og
korrelasjonstester (Pearson). Testene ble ansett som signifikant ved en p-verdi < 0,05, og som
en tendens ved 0,10 > p > 0,05. Beregninger ble utfart i Excel og Prism5.

Resultater: | Igpet av treningsperioden med antioksidanttilskudd gkte proteinniva av COX4 i
placebogruppen (61 %), men ble redusert i gruppen med C- og E-vitamintilskudd (-19 %).
Det var en tendens til gkning (gjennomsnittlig pa 6 %) i niva av HSP60 nar alle gruppene var
samlet. Det var ingen andre signifikante endringer for COX4 og HSP60. Trening gkte ogsa
VO2maks i alle gruppene (gjennomsnittlig gkning pa 6,8 %), men det var ingen forskjeller
mellom placebogruppen og gruppene med antioksidanttilskudd.

Konklusjon: Utholdenhetstrening gkte som forventet proteinniva av COX4, men tilskudd av
C- og E-vitaminer syntes & hemme denne oppreguleringen. Det sa ikke ut til at
utholdenhetstreningen, med eller uten antioksidanttilskudd, hadde stor pavirkning pa nivaene
av HSP60. Utholdenhetstrening ga en forventet gkning i VO;maks, men
antioksidanttilskuddene pavirket ikke denne gkningen.



Abstract

Background: Manufacturers of antioxidant supplements have long argued that athletes should
take antioxidant supplements to improve performance and to provide health benefits. The
underlying mechanisms and documentations of these claims is however unclear. Endurance
training increases mitochondrial capacity, and this leads to increased levels of enzymes that
are involved in the regeneration of energy (ATP) and protein synthesis. Antioxidants have in
some studies been shown to inhibit the exercise-induced up regulation of mitochondrial
capacity. Two important enzymes in mitochondria are HSP60 and COX4.

Objective: The aim of this study was to investigate whether supplementation of antioxidants
influence exercise-induced adaptation in muscles after a period of endurance training.
Method: Relatively well-trained subjects ($=24, 3=29) were randomized into 4 groups with
an equal distribution of gender. The intervention period included 12 weeks of endurance
training (interval and long distance running) with supplements of; C- and E-vitamins (n=15),
Smartfish (n=10), astaxanthin (n=12), or placebo (n=16). The membrane fraction of tissue
samples from M. vastus lateralis were used for immunoblot analysis with antibodies for
COX4 and HSP60. VO,max Was measured to investigate the effects of antioxidant
supplementation on aerobic power.

Statistics: There were performed paired and unpaired t-tests, in addition to Kruskal-Wallis
test and correlation tests (Pearson). The tests were considered significant at a p-value < 0.05,
and as a tendency at 0.10 > p > 0.05. Calculations were performed in Excel and Prismb.
Results: The endurance training program and the antioxidant supplements led to an increased
protein content of COX4 in the placebo group (61 %), but a reduced content in the group with
supplementation of C- and E-vitamins (-19 %). There was a tendency of an increased amount
of HSP60 (average of 6 %) when the groups were collapsed, regardless of antioxidant
supplements. Training increased VO,max in all groups (6.8 %), with no differences between
the placebo group and the groups with antioxidant supplements.

Conclusion: As expected, endurance training increased the protein level of COX4, but
supplements of C- and E-vitamins appeared to inhibit this up regulation. It did not seem that
endurance training, with or without supplements of antioxidants influenced the levels of
HSP60. Endurance training resulted in an expected increase in VO,max, and the antioxidant

supplements did not affect this increase.



Forkortelser

Forkortelser Navn

ATP Adenosintrifosfat

COX Cytokrom c oksidase

HSP Varmesjokkprotein/stressprotein

19G Immunoglobulin, klasse G

kDa Kilo Dalton

NAD Nikotinadenindinukleotid

NRF Kjerne-respirasjonsfaktor

PGC-1a Peroksisom proliferator-aktivert reseptor-y koaktivator-1a
PVDF Polyvinylidendifluorid

ROI Omrade av interesse

RONS Reaktive oksygen- og nitrogenforbindelser
SDS Natriumdodecylsulfat

TBS (-T) Trisbufret saltvann (-Tween 20)

VOomaks Maks volum av oksygen
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Bakgrunn og teori
Flere idrettsutevere tar antioksidanttilskudd med den hensikt & forebygge den antatt negative

effekten av treningsindusert oksidativt stress, paskynde restitusjonstiden og forbedre
prestasjonen (Maughan et al. 2007; Peternelj & Coombes 2011). Flere studier har imidlertid
vist at antioksidanttilskudd ikke bedrer treningsprestasjon (Bryant et al. 2003; Gaeini et al.
2006; Patil et al. 2009; Yfanti et al. 2010; Zoppi et al. 2006), og at de til og med kan ha
negative effekter pa helse og pa treningsresponser (Gomez-Cabrera et al. 2008a; Ristow et al.
2009; Ristow & Zarse 2010; Strobel et al. 2011).

For a diskutere hvordan antioksidanter kan pavirke treingsinduserte responser, er det
ngdvendig & ha kunnskap om de biologiske prosessene i organismen, samt kunnskap om

antioksidanter og deres funksjon.

1.1 Mitokondrier og deres funksjon

Antall mitokondrier i en muskelcelle pavirkes av muskelfibertypen og treningsstatusen til
muskelen, men innenfor cellen lokaliserer mitokondriene seg i naerheten av et omrade hvor
forbruket av energi er hayt (Alberts 2004; Astrand & Rodahl 2003). Mitokondriene varierer i
mengde etter muskelcellenes behov for oksidativ metabolisme (Dahl 2008). I en
skjellettmuskelcelle, som ofte utsettes for utholdenhetstrening, vil antallet av mitokondrier
kunne femdobles (Alberts 2004). Dette farer til at hvert gram muskelvev far starre kapasitet
for oksygenforbruk (Hood 2001). @kningen av mitokondrier og mitokondrielle proteiner blir
kalt mitokondriell biogense, og er en sentral tilpasning til utholdenhetstrening i muskulaturen
som trenes (Hood et al. 2003; Hood & Saleem 2007; Ljubicic et al. 2010).

Mitokondriene inneholder en ytre membran og en indre membran, hvorav det intermembrane
omradet ligger mellom disse (Alberts 2004; Mathews et al. 2000). Rommet innenfor den indre

membranen, kalles for matriks (ibid).

| nesten alle én- eller flercellede organismer og mikroorganismer finnes mitokondriene, og de
star for konsumering av over 90 % molekylart oksygen som blir utnyttet til energiomsetning
(Alberts 2004; Dahl 2008; Mathews et al. 2000). Dette er i form av aerob energiomsetning
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hvor energien fra for eksempel glukosemolekyler, som er den primere energikilden, overfares
til adenosintrifosfat (ATP) (ibid).

Molekyler i form av fettsyrer, aminosyrer og pyruvat, fra henholdsvis fett, proteiner og
karbohydrater i kosten, passerer den indre mitokondriemembranen, og omdannes til
acetylkoenzym A som inngar i en trikarboksylsyresyklus (TCA syklus) som finner sted i
matriksen (Alberts 2004; Mathews et al. 2000). Acetylgruppene fra acetylkoenzym A blir

oksidert, og karbonatomene blir skilt ut i form av karbondioksid (ibid).

Fra hvert molekyl av glukose som blir brutt ned i mitokondriene, blir det dannet 36 ATP-
molekyler i en prosess kalt oksidativ fosforylering (Dahl 2008; Raven & Johnson 2002).
Mathews et al. (2000) beskriver oksidativ fosforylering som en respirasjonskjede der det
foregar elektrontransport som falge av respirasjon. Respirasjon i metabolsk sammenheng, er
prosessen hvor cellulaer energi dannes gjennom oksidasjon av molekyler fra naringsstoffer i
maten. Oksygen er den siste elektronmottakeren i respirasjonen (ibid). Som en fglge av
oksidasjon, skjer det en overfgring av energirike elektroner, som bruker NADH og FADH,
som elektronbzrere (Alberts 2004; Mathews et al. 2000). Elektronene transporteres til den
indre membranen hvor elektrontransportkjeden/respirasjonskjeden foregar (ibid).
Elektrontransportkjeden sgrger for at elektroner blir overfart til oksygen, og er en del av en
metabolsk reaksjonsvei som katalyseres av enzymkomplekser (Alberts 2004; Dahl 2008;
Mathews et al. 2000). Muskelcellenes evne til & regenerere ATP gker som respons pa
utholdenhetstrening fordi enzymaktiviteten i alle ledd av energimetabolismen gker (Dahl
2008).

Fem enzymkomplekser inngar i respirasjonskjeden, hvorav det siste komplekset regenererer
ATP gjennom oksidativ fosforylering (Campbell 1991; Lanza & Sreekumaran Nair 2010;
Mathews et al. 2000). Tre av enzymkompleksene bidrar til & skape en protongradient over
membranen; NADH dehydrogenasekomplekset (1), cytokrom b-c; komplekset (111), og
cytokrom c oksidasekomplekset (1V) (ibid) (figur 1). Kompleks IV vil heretter bli kalt COX-
komplekset. De tre multienzymkompleksene pumper protoner fra matriksen, over den indre
membranen, og til det intermembrane omrade (Alberts 2004; Mathews et al. 2000). Imens blir
elektroner fra NADH og FADH, transportert rundt i den indre membranen via
enzymkompleksene (ibid). Nar NADH donerer et hydridion (H) til elektrontransportkjeden,
er selve transporten i gang, og av denne reaksjonen skapes et proton (H") og to elektroner. Det

2
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er (1) som tar imot elektronene fra spaltingen av NADH til NAD™ (Alberts 2004; Campbell
1991; Mathews et al. 2000). Elektronene som blir transportert i membranen, mister energi pa
veien (Alberts 2004). Nar elektronene til slutt nar COX-komplekset, reagerer de med oksygen
som binder til seg hydrogen og danner vann (Alberts 2004; Dahl 2005; Mathews et al. 2000).
Dette steget krever nesten alt av oksygen som blir inhalert (Alberts 2004). Lekkasje av
elektroner i elektrontransportkjeden, kan fore til at det dannes reaktive forbindelser som kan
veere skadelige for cellen (omtales mer i kapittel 1.3) (Mathews et al. 2000; Sachdev & Davies
2008).

Intermembrane

ATP

ADP+Pi

Glucose

Amino acids

\ Acetyl-CoA 4-/ Fatty acids

Figur 1. Respirasjonskjeden og oksidativ fosforylering. Acetyl-CoA nedbrutt fra
glukose, aminosyrer og fettsyrer, blir fraktet fra glykolysen inn i TCA syklusen, hvor
elektronbzarerne NADH, og FADH, gar over til henholdsvis kompleks | og I1. Videre
fglger trinnene i de respektive kompleksene. Nedbrytningen av naeringsstoffene er
komplett nar oksygen i kompleks IV (COX-komplekset) blir redusert til vann, og ADP i
kompleks V blir fosforylert, og det dannes ATP, som er energi tilgjengelig for cellen
(Lanza & Sreekumaran Nair 2010).

COX-komplekset er et av fokusomradene i denne masteroppgaven, og skal derfor presenteres
ytterligere.

1.1.1 COX-komplekset (cytokrom c oksidasekomplekset)

Nesten alt oksygen som inhaleres blir til slutt overfort til det aktive setet til COX-komplekset
(Alberts 2004). COX-komplekset mottar elektroner fra cytokrom c proteiner (Ljubicic et al.
2010; Mathews et al. 2000) (figur 1 merket med en c). Nar elektronene blir tilfart, doneres de
videre til oksygen som blir redusert (O%), og som @yeblikkelig reagerer med to

hydrogenmolekyler (2H") og danner vann (H,0) (Alberts 2004; Mathews et al. 2000). Hvis
3
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ikke oksygenet blir fullstendig redusert, vil det dannes reaktive oksygenforbindelser
(Williams et al. 2006). Mitokondriene har blitt sett pa som hovedkilden til dannelsen av
reaktive oksygenforbindelser (Kohen & Nyska 2002). Fraksjonen av oksygen som blir
transformert til reaktive oksygenforbindelser har imidlertid blitt malt til bade ~0,15 % (St-
Pierre et al. 2002) og 2-5 % (Boveris & Chance 1972; Boveris & Chance 1973) av det totalet
konsumet av oksygen (VO,). COX-komplekset spiller en meget viktig rolle ved at det hindrer
reaktive oksygenforbindelser & komme fritt ut i cellen, og heller overfarer de fleste av

oksygenmolekylene til vann (Locke Marius 2002).

Det er 13 forskjellige polypeptider som danner COX-komplekset i mitokondriene til pattedyr
(Grossman & Lomax 1997; Poyton et al. 1988; Zhang & Capaldi 1988). Tre underenheter av
komplekset kodes av mitokondriets eget DNA, og disse spiller en rolle blant annet i
protonpumping (reduksjon- oksidasjonsreaksjoner). De ti andre delene av COX-komplekset er
kodet av cellekjernens DNA, de spiller en rolle i enzymaktivitet, og muligens i syntetisering
av hele komplekset (ibid). Det har vist seg at forholdet ATP/ADP regulerer aktiviteten til
COX-komplekset, hvorav binding av ADP stimulerer til aktivitet (ATP hemmer) (Arnold &
Kadenbach 1999). Muskelarbeid forarsaker en voldsom gkning i forbruk av ATP, som gjer at
ADP-nivaet blir hgyt (Atherton et al. 2005).

Proteiner som inngar i COX-komplekset blir brukt som markgrer for mitokondriell biogense
(Gordon et al. 2001). Cytokrom c oksidase 4 (COX4) analyseres i denne masteroppgaven, og
har tidligere blitt brukt som en markar for mitokondriell oksidativ kapasitet i muskelen
(Bengtsson et al. 2001).

1.1.2 COX4
COX4 er den starste enheten i COX-komplekset som er kodet av cellekjernen (Grossman &

Lomax 1997; Hittemann et al. 2001). | den indre mitokondriemembranen har COX4 som
funksjon a delta i katalyseringen av det siste leddet i elektronoverfgringen i
respirasjonskjeden (Campbell 1991; Grossman & Lomax 1997; Hittemann et al. 2001;
Mathews et al. 2000). Tidligere studier har vist at COX4 virker som en sensor for ATP/ADP
ratio ved a binde adeninnukleotider (Arnold & Kadenbach 1999; Napiwotzki & Kadenbach
1998), som dermed tyder pa at enzymaktiviteten av COX4 er regulert av energikravet til
cellen (Hittemann et al. 2001).
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COX4, samt andre enheter av COX som er kodet av cellekjernens DNA, er funnet i alle vev i
en organisme, selv om mengde mRNA for hver enhet varierer fra vev til vev (Lenka et al.
1998). | hjerte- og skjelettmuskulatur hvor energikravet er stort, har genene som koder for
COX4 sterkest uttrykk (Virbasius & Scarpulla 1990). COX4 har flere isoformer i pattedyr, og
tilsvarer COX 5 a og b i gjeer hvor funksjonen varierer med konsentrasjonen av oksygen
(Huttemann et al. 2001).

| var studie har endring i niva av COX4 blitt brukt som en indikasjon pa mitokondriell
biogense. Som en falge av trening, spesielt aerob utholdenhetstrening, vil mitokondriell
biogense gke (Hood & Saleem 2007; Ljubicic et al. 2010) (figur 2). Studier pa rottehjerne
(Zhang et al. 2012) og rottemuskulatur (Gordon et al. 2001), samt studier pa menneskers
mRNA-niva (Cochran et al. 2010) og proteinniva (Bengtsson et al. 2001; Little et al. 2010)

har vist at trening medfarer en gkning i niva av COX4.

Cellekjernen

Trening ’T"Signalmolekyler
" DMA transkripsjon
A [ ROMNS

~

Mitokondriet MUSKELCELLE PGC-la

——\

Mitokondrielle
proteiner (COX4) kodet
av cellekjernen.

Figur 2. Trening ferer til en gkning av signalmolekyler og reaktive oksygen- og
nitrogenforbindelser (RONS). Dette fagrer til translokasjon av PGC-1a fra cytosol til
kjerne, som videre oppregulerer regulatoriske proteiner (reg.prot.), som for eksempel
NRF, og kjernegener som koder for mitokondrielle proteiner (NuGeMPs).
Oppregulering av NuGeMPs fgrer til en gkning av mitokondrielle proteiner (COX4

blant andre), som fraktes inn i mitokondriet til elektrontransportkjeden (ETK).
5
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NRF (kjerne-respirasjonsfaktor) er en transkripsjonsfaktor som regulerer COX4 (Ljubicic et
al. 2010; Nancy J 1995; Scarpulla 2002; Virbasius & Scarpulla 1990), og har blitt antatt &
medvirke i reguleringen av alle de kjernekodete enhetene av COX (Ljubicic et al. 2010;
Scarpulla 2002). NRF blir oppregulert som respons pa utholdenhetstrening (Ljubicic et al.
2010). PGC-1a. (peroksisom proliferator-aktivert reseptor-y koaktivator-1a) er et protein som
virker som en koaktivator, og som spiller en viktig rolle i aktiveringen av NRF (Puigserver et
al. 1998; Wu et al. 1999). En aktivering av PGC-1a (translokasjon fra cytosol til kjerne)
forbindes med en gkning i mitokondriell biogenese (Little et al. 2010; Wright et al. 2007; Wu
et al. 1999) (figur 2).

1.2 Utholdenhet og VOjmaks
Utholdenhet er definert som organismens evne til & arbeide med en relativ hgy intensitet over

lengre tid (McArdle et al. 2007). VOanmaks €r et mal pa organismens maksimale evne til a ta
opp, transportere og utnytte oksygen per tidsenhet under et muskelarbeid (aerob regenerering
av ATP) og males i liter per minutt (I/min) eller milliliter per kilogram kroppsvekt per minutt
(ml/kg/min) (Bassett & Howley 1997; Wagner 1996). VO,naks kan relateres til
mitokondriekapasitet, men nar intensiteten pa treningen blir sa hgy at VO,maks Oppnas, er det
flere faktorer, spesielt transport av oksygen fra blod til muskler, som virker begrensende
(Bassett & Howley 1997; Bassett & Howley 2000; Hill & Lupton 1923; Poole & Richardson
1997). Begrensningen av VOamaxs €r fordelt pa flere funksjonelle parametere som inngar i
respirasjonssystemet, som partialtrykk av O, (pO;), O,-hemoglobin dissosiasjon, O,
bindingshastighet, hjertefrekvens, kapillaertransport, og hastighet av mitokondrielt
oksygenforbruk som en funksjon av ATP-regenerering (Dahl 2005; Hoppeler & Weibel
2000).

1.3 Utholdenhetsarbeid kan fagre til dannelsen av reaktive forbindelser
Under en treningsgkt kan oksygenopptaket gke 20 ganger utover hvileniva (Sen 1995). Denne
gkningen utgjgr en 200 ganger gkning (utover hvileniva) av oksygenopptak i mitokondriene
til de aktive musklene (Khassaf et al. 2003; Sen 1995). Under aerobe anstrengelser vil det

dannes reaktive forbindelser i muskelcellene, og det er muligheter for at det oppstar et
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oksidativt stress i kroppen (McArdle & Jackson 2000; McArdle et al. 2001; Niess & Simon
2007). Hvis det oksidative stresset blir for stort, kan det skade musklene ved a gjgre skade pa
cellestrukturen (lipider, membraner, proteiner, og DNA) (Halliwell 1994; Zoppi et al. 2006).
Begrepet “oksidativt stress” ble omtalt allerede i 1978 av Dillard (1978) etter at det ble malt
niva av oksiderte fettsyrer (fettperoksidering) i utandingsluften til personer, og i rottevev som
falge av trening. Oksidativt stress har blitt beskrevet som nar cellens homeostase (indre
likevekt) er i ubalanse som en fglge av at nivaet av oksidanter overgar nivaet av
antioksidanter (Packer 1997; Sies 1991; Williams et al. 2006). Nar jeg bruker begrepet
oksidativt stress videre i denne oppgaven, refererer jeg til stress forarsaket bade av nitrogen-
og oksygenforbindelser.

Det er hovedsakelig superoksid og nitrogenoksid som dannes etter et muskelarbeid (Close &
Jackson 2008; Patwell et al. 2004), og de harer til under fellesbetegnelsen RONS (reaktive
oksygen- og nitrogenforbindelser) (Powers & Jackson 2008; Yfanti et al. 2010). Bade
superoksid og nitrogenoksid er frie radikaler som er forlgpere for andre reaktive forbindelser,
som for eksempel hydrogenperoksid (H,0,), hydroksylradikaler (OH") eller peroksinitritt,
(ONOO) (Close et al. 2005; Mathews et al. 2000; Vasilaki et al. 2006). Frie radikaler som
RONS har ett eller flere uparede elektroner i sin ytre orbital (Alberts 2004; Dahl 2008).
Forbindelser med uparede elektroner er kritiske for cellen fordi de lett kan ta opp elektroner
fra andre forbindelser, og dermed danne flere reaktive forbindelser som kan oksidere og
gdelegge membraner, proteiner og DNA (ibid). Det er atomet i sentrum som avgjar hvilket
radikal det er, for eksempel en forbindelse med oksygen i sentrum og et uparet elektron i ytre
orbital, utgjer et reaktivt oksygen-sentrert radikal (Karlsson 1997; Powers & Jackson 2008).
Reaktive forbindelser har blant annet blitt sett pa som en faktor til aldringsprosessen i kroppen
(Shigenaga et al. 1994). Skade fra RONS kan begrenses med cellenes egne
forsvarsmekanismer og ved tilfgrsel av antioksidanter (Dahl 2008; Jackson 1987; Sastre et al.
1992).

I mange tilfeller kan RONS veere ngdvendige for cellene. I oversiktsartikkelen til Peternelj og
Coombes (2011) presenteres flere studier som har vist at RONS er ngdvendige for cellene i
flere sammenhenger, blant annet i forbindelse med trening, hvor de trengs for & oppna optimal
muskelsammentrekning (Jackson 2008; Reid et al. 1993). Som en fglge av trening, kan

cellene tilpasse seg gkningen av RONS ved at de blir mer resistente mot de skadelige
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effektene som oppstar av oksidativt stress (Jackson et al. 2004; Niess & Simon 2007).
Tilpasninger til treningsindusert RONS gar ut pa a oppregulere gener som styrer reduksjons-
oksidasjonspotensialet (redokspotensialet) og antioksidantnivaet i cellene (Gomez-Cabrera et
al. 2008b; Ristow et al. 2009; Valko et al. 2007). Treningsindusert RONS har ogsa vist seg a
gke enzymaktivitet (Chang et al. 2007; Knez et al. 2007), stimulere til proteinturnover
(utbytting av proteiner) (Pikosky et al. 2006), forbedre DNA-reparasjonssystemer (Okamura
K et al. 1997; Radak et al. 2003), og gke mitokondriell biogenese (figur 2) (Gomez-Cabrera et
al. 2008a; Ljubicic et al. 2010). Gomez-Cabrera et al. (2008b) mente at trening var en sa sterk
bidragsyter til oppregulering av egenproduserte antioksidanter at trening i seg selv kunne
regnes som en antioksidant (mer om antioksidanter i kapittel 1.4).

En viktig del av treningsinduserte tilpasninger, er gkning av stressproteiner i musklene
(Fischer et al. 2006; Jackson et al. 2004; Khassaf et al. 2003), og denne tilpasningsresponsen
som fglge av trening utdypes under.

1.3.1 Stressproteiner — en forsvarsmekanisme mot reaktive forbindelser

Stressproteiner er en gruppe proteiner som kan beskytte en celle mot forandringer i cellen selv
og i omgivelsene til cellen (Dahl 2005; Feige 1996). Forandringer i omgivelsene kan skade
cellen hvis de ikke blir korrigert for. Noen stressproteiner finnes normalt i cellene, mens andre
blir dannet som respons pa at cellen blir utsatt for stress (ibid). Oksidering av muskelproteiner
har vist seg a virke som signaler for uttrykk av enkelte stressproteiner og beskyttende
enzymer (Locke Marius 2002; Morton et al. 2009c; Ornatsky et al. 1995; Takahashi et al.
1998). | muskler er det stort sett fibertyper med mange mitokondrier og hgy oksidativ
metabolisme som er utsatt for celleskade fra reaktive oksygenforbindelser (Dahl 2005).
Muskler som aktiveres under utholdenhetstrening, har tilpasset seg et gkt niva av stress ved a

gke innhold av stressproteiner i muskelcellene (Khassaf et al. 2001; Morton et al. 2009c).

Stressproteiner spiller vitale roller for cellens levedyktighet, blant annet fordi de inngar i
mitokondriell biogenese (Locke Marius 2002; Morton et al. 2008). For & fa en korrekt folding
og translokasjon av nylige syntetiserte proteiner, er stressproteiner ngdvendige (Jackson et al.
2004). Stressproteiner beskytter mot oksidativt stress som oppstar i muskelvev under trening,
samt forebygger skade og opprettholder homeostase av oksidantnivaet i cellene (Marber et al.
1995; Morton et al. 2009c; Pds0 et al. 2002).
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Hgy treningsintensitet har blitt relatert til en gkning av stressproteiner (Liu et al. 2000). |
studien til Liu et al. (2000) ble det observert en gkning av stressproteiner i samsvar med en
gkning av intensiteten, men da intensiteten avtok, til tross for at varigheten var lik, ble det

ikke observert samme gkning.

Stressproteiner blir ogsa kalt varmesjokkproteiner av engelsk “Heat Shock Proteins” (HSPS).
Klassifiseringen av stressproteiner er basert pa deres molekylvekt i kiloDalton (kDa) (Morton

et al. 2009c). HSP60 analyseres i denne masteroppgaven.

1.3.2 HSP60

HSP60 inngar i folding, sammensetning og stabilisering av nylige syntetiserte proteiner, og
hjelper til med & transportere disse proteinene fra cytosol, og inn i mitokondriet (Karlin &
Brocchieri 2000; Locke Marius 2002; Morton et al. 2009¢). HSP60 hindrer ogsa celleded
(Gupta & Knowlton 2002), samt forebygger oksidativt stress i cellen (Karlin & Brocchieri
2000). Strukturelt sett er proteinet et oligomer pa 60 kDa, hvorav hver monomer former en
struktur bestaende av tre domener med forskjellige funksjoner (ibid). Fordeling og aktivitet av
HSP60 i cellen er hovedsakelig i mitokondriene (~80 %), men noe foreligger ogsa i cytosol
og i kjernefraksjon (Gupta & Knowlton 2002; Morton et al. 2009c).

Trening skaper et oksidativt stress som forarsaker at beskyttende enzymer og stressproteiner
som HSP60 blir aktive i de vevene som har blitt utsatt for stresset (Khassaf et al. 2003;
Morton et al. 2009c). Morton et al. (2008) utfarte analyser av vevsprgver fra m. vastus
lateralis hos trente og utrente menn, og fant da et 25 % heyere “hvileniva” av HSP60 hos de
trente individene. Hos de individene som pa forhand var godt trent, ble det heller ikke
observert noen gkning i proteinniva av HSP60 som respons pa en 45-minutters treningsgkt

med hgy intensitet (ibid).

1.4 Antioksidanter, funksjon og trening
En antioksidant er en forbindelse som, ved & oksidere seg selv, reduserer og dermed hindrer

eller utsetter oksidasjon av andre stoffer som kan veere skadelige for organismen (Karlsson
1997; Nes et al. 2006; Powers & Jackson 2008). Ofte er antioksidanten i en redusert form, og
kan dermed donere et elektron til en ustabil forbindelse (ibid). Antioksidanter kan hindre

oksidasjon av substrater ved a donere et elektron, eller de kan virke forebyggende ved a fjerne

9
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et intermediat fra en reaktiv forbindelse, og dermed gjgre den mindre skadelig (Huang et al.
2005; Kohen & Nyska 2002).

Alle organismer som trenger oksygen, har en mekanisme for & beskytte seg mot frie radikaler
som RONS (Mathews et al. 2000; McArdle et al. 2007; Nes et al. 2006).
Forsvarsmekanismene foreligger bade intracellulart og ekstracellulert, for eksempel i form
av antioksidanter (Locke Marius 2002; Nes et al. 2006). Antioksidanter forekommer endogent
hvis kroppen kan produsere de selv (eksempelvis superoksiddismutase, katalase og
glutationperoksidase), og eksogent hvis kroppen ma fa de tilfart via kosten (eksempelvis
vitamin C og E) (Locke Marius 2002).

Karlsson (1997) skriver at produksjon av reaktive oksygenforbindelser i kroppen vil under
normale betingelser kunne kontrolleres av det naturlige antioksidantforsvaret. Mesteparten av
RONS blir produsert i fettlagrene i kroppen og i cellemembraner, derfor spiller de fettlgselige
antioksidantene, som for eksempel vitamin E, en stor rolle i a bekjempe disse (Karlsson 1997;
Mathews et al. 2000). RONS som ikke bekjempes i fettlageret, vandrer ut i det vandige

miljeet hvor vannlgselige antioksidanter som vitamin C befinner seg (ibid).

Det endogene antioksidantforsvaret har vist seg a bli forsterket ved 4 tilsette kosten
antioksidanter (Alessio et al. 1997; Goldfarb et al. 2005; Nes et al. 2006). Utholdenhetstrening
har ogsa vist seg a oppregulere det endogene antioksidantsystemet (Gomez-Cabrera et al.
2008a; Knez et al. 2007; Vifa et al. 2000).

For hgyt niva av RONS fra respirasjonen farer til skadelige biprodukter, likevel er de helt
essensielle for at cellen skal kunne fungere optimalt (Peternelj & Coombes 2011). Hvorvidt
antioksidanter pavirker treningsinduserte responser i muskelcellene, er et omfattende

forskningsfelt, og skal na presenteres kort.

Peternelj og Coombes (2011) sa pa over 150 studier som beskrev antioksidanters virkning pa
trening, hvor de fleste av studiene indikerte at antioksidantene dempet oksidativt stress. Det
var likevel uenigheter om dette var positivt eller negativt med tanke pa gkt helsegevinst og
forbedring i treningsprestasjon. Flesteparten av studiene viste ingen effekt av antioksidanter
pa cellegdeleggelse, inflammatoriske responser, eller muskeltrgtthet forarsaket av trening.
Mange studier viste positive effekter ved bruk av antioksidanter, men flere nyere studier fant
gdeleggende effekter pa prestasjon og helse ved tilskudd av antioksidanter (ibid). Peternelj og

10
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Coombes (2011) anbefalte ikke idrettsutavere og mosjonister & bruke tilskudd, men heller ha
et variert og balansert kosthold for & fa tilstrekkelig med vitaminer, og dermed opprettholde

en god antioksidantstatus i kroppen.

Zoppi et al. (2006) testet en gruppe som fikk C- og E-vitamintilskudd, mot en annen gruppe
som fikk placebotilskudd. De fant at antioksidantene kunne forebygge celleskade, og dermed
muligens hindre nedbrytning i musklene fordi det ble observert en mindre mengde
fettperoksidering i gruppen med vitamintilskudd (ibid). Kanter et. al (1993) derimot
konkluderte med at et tilskudd av C- og E-vitaminer og [3-karoten ikke hindret skadene fra

treningsindusert oksidativt stress, til tross for at de senket markarer for fettperoksidering.

1.4.1 Vitamin C (askorbinsyre)

I Nes et al. (2006) beskrives vitamin C som et reduksjonsmiddel som lett blir oksidert, og
derfor en effektiv antioksidant. Vitamin C beskytter cellene mot oksidativ skade av for
eksempel flerumettete fettsyrer, og vitaminene A og E. Den antatte viktigste rollen til vitamin
C er a regulere redokspotensialet i cellene og dermed forebygge skade forarsaket av frie
radikaler (ibid). Ved a redusere radikaler fra vitamin E, kan vitamin C resirkulere vitamin E
fra dens oksiderte til dens aktive form (Niki 1987). Vitamin C fremmer ogsa syntese av et
stoff som heter karnitin, og som har som rolle a frakte lange fettsyrer gjennom

mitokondriemembranen (ibid).

Anbefalt inntak av vitamin C er forskjellig fra land til land, men i Norge er den satt til 75 mg
daglig (Nordic nutrition recommendations: NNR 2004 : integrating nutrition and physical
activity 2004). Tusener av mennesker har tatt doser pa 2-4 gram daglig over lengre perioder
uten a observere bivirkninger (Nes et al. 2006). | noen tilfeller har et stort inntak av vitamin C
fort til kvalme og diare, noe som kan tyde pa at askorbinsyren blir omdannet til oksalsyre
(ibid). Nyrestein er en mulig bivirkning ved inntak av flere gram askorbinsyre daglig (Drevon
et al. 2007; Nes et al. 2006).

| studier der inntak av vitamin C har blitt gitt over en periode, med et avsluttende
utholdenhetsarbeid, har antioksidanten bade vist seg & dempe (Ashton et al. 1999; Thompson
et al. 2001) og gke (Bryant et al. 2003) oksidativt stress i mennesker. Vitamin C har vist seg a

virke bade prestasjonsfremmende (Howald et al. 1975) og prestasjonshemmende (Gomez-
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Cabrera et al. 2008a; Marshall et al. 2002) i forbindelse med utholdenhetskapasitet hos

mennesker.

1.4.2 Vitamin E (a-tokoferol)

Vitamin E fungerer som en antioksidant ved & hindre oksidasjon av fettsyrer og beskytter mot
gdeleggelse av rade blodceller (hemolyse) (Campbell 1991; Nes et al. 2006). Karlsson (1997)
poengterer at vitamin E er viktig for de hvite blodcellene, og for a opprettholde et godt
immunsystem. Fritt oksygen (O) med sitt hgye energiniva, kan skade DNA og skape
mutagene forbindelser. Vitamin E har vist seg a virke ngytraliserende pa O, (ibid). Vitamin E
beskytter membranene i cellene vare, ved a hindre oksidativ nedbrytning av flerumettete
fettsyrer (Jessup et al. 2003; Nes et al. 2006) og uskadeliggjere fettlgselige reaktive
oksygenforbindelser (Jackson 1987). Inntak av vitamin E er direkte relatert til inntak av fett
(Karlsson et al. 1993; Nes et al. 2006), og vitaminet forekommer ogsa i den fettholdige delen
av cellen (Drevon et al. 2007; Karlsson 1997). Ettersom vitamin E blir resirkulert av vitamin
C, er dens egenskaper som en antioksidant forsterket av vitamin C, spesielt under perioder
med oksidativt stress (Powers et al. 2004). Det finnes minst 8 former av vitamin E, hvorav a-

tokoferol virker som den sterkeste antioksidanten (ibid).

Anbefalt inntak av vitamin E i Norge er pa 10 mg daglig for menn, og 8 mg for kvinner (Nes
et al. 2006; Nordic nutrition recommendations: NNR 2004 : integrating nutrition and physical
activity 2004). Det er ikke rapportert om forgiftningssymptomer av for mye inntak av vitamin
E, men det er oppdaget at store doser gir en reduksjon i de hvite blodcellenes

bakteriedrepende egenskaper (Nes et al. 2006).

Vitamin E har vist seg & dempe markarer for oksidativt stress som er indusert av trening
(Bryant et al. 2003; Jackson 1987; Jackson et al. 2004; Meydani et al. 1993; Rokitzki et al.
1994), derfor har det blitt anbefalt idrettsutgvere a vurdere et tilskudd av vitamin E. Jackson et
al. (1987) viste at et lavt niva av vitamin E i musklene, utsatte musklene for stgrre skade som
oppstod under stress (trening). De mente derfor at vitamin E spilte en viktig rolle for muskler
som stadig ble utsatt for stress som kunne skade muskelvevet (ibid). Det er observert redusert
utholdenhet hos dyr som har mangel pa vitamin E (Quintanilha & Packer 1983). Til tross for
at tilskudd med vitamin E har vist seg a forebygge reaktive forbindelser, er det usikkert om
vitaminet har noen prestasjonsfremmende effekt; det finnes studier gjort pa mennesker
(Aguilo et al. 2007; Simon-Schnass & Pabst 1988), og dyr (Asha Devi et al. 2003; Novelli et
12
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al. 1990) som viser at vitamin E virker prestasjonsfremmende, men det er ogsa studier som
viser at vitamin E virker prestasjonshemmende pa mennesker (Gaeini et al. 2006; Patil et al.
2009; Rokitzki et al. 1994; Sharman et al. 1971), og dyr (deOliveira et al. 2003).

1.4.3 Smartfish

Juicen Smartfish er produsert av en norsk biokjemisk bedrift som heter Smartfish. Smartfish
inneholder bade aminosyrer og fettsyrer i tillegg til antioksidanter. Av 250 ml er det 94 %
fruktjuice, og i tillegg er det tilsatt tokoferoler og 1,3 pg vitamin D. Drikken er en
sammensetning av fem forskjellige frukter som gir opphav til flere vitaminkilder, likevel i

liten grad per vitamin.

Smartfish inneholder 1000 mg av den ikke-essensielle aminosyren -alanin (Mannion et al.
1992). | kroppen spiller B-alanin en viktig rolle i produksjon av karnosin som har vist seg a
gke bufferkapasiteten i musklene (Mannion et al. 1992). B -alanin har derfor i flere
sammenhenger vist seg a bedre anaerob utholdenhet (Artioli et al. 2010; Hoffman et al. 2008;
Kern & Robinson 2011). Det er viktig & poengtere at i respektive studier fra kildene over, er
det inntatt opp til 4-5 ganger s mye B-alanin enn det som er gitt til forsgkspersonene i var
studie.

I tillegg inneholder Smartfish 700 mg omega-3-fettsyrer (EPA og DHA). Studier viser en
nedgang i fettprosent, samt bedret kardiovaskulear- og metabolsk helse ved inntak av omega-
3-fettsyrer kombinert med trening (Hill et al. 2007; Raastad et al. 1997).

1.4.4 Astaxanthin

Astaxanthin er et rgdt karotenoid, og opptrer i mange organismer som en naturlig antioksidant
(Ikeuchi et al. 2006). | var studie er kilden til astaxanthin mikroalgen Haematococcus
pluvialis. Astaxanthin har antiinflammatoriske egenskaper (Bennedsen et al. 2000; Guerin et
al. 2003), og har vist seg & veere mer effektiv enn vitamin E i forebygging av fettoksidering
(Kobayashi 2000; Naguib 2000)

Ved 4 tilsette astaxanthin, ble det observert gkning i det endogene antioksidantforsvaret til
rotter (Ranga Rao et al. 2010), og redusert treningsindusert muskelskade hos mennesker
(styrkeutavere) (Fry et al. 2004) og hos mus (Wataru et al. 2003). Astaxanthin har ogsa vist
seg a virke prestasjonsfremmende ved a gke VO,maks hos syklister (Earnest et al. 2011), og

redusere akkumulering av melkesyre hos utholdenhetsutgvere (1200 meter lgping) (Sawaki et
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al. 2002). 1 en studie av Ikeuchi et al. (2006) virket astaxanthin stabiliserende pa membraner,
forsinket muskeltrgtthet og farte til en forbedring i utholdenheten hos mus. Mus som fikk
tilskudd av astaxanthin holdt ut svemmetreningen mye lenger. Forskjellen mellom gruppene
kom trolig av at i gruppene med tilfert astaxanthin, hadde dyrene bade hgyere verdier av
plasmaglukose og ikke-esterifiserte fettsyrer (NEFA) enn kontrollgruppen, seerlig var det
forhgyede verdier av NEFA i gruppen som fikk mest astaxanthin (30 mg/kg). Dette ble
forklart med at tilskudd av astaxanthin gjorde sa musene favoriserte fettforbrenning, og

dermed tok det lengre tid far glykogenlagrene ble temt og til utmattelse inntraff (ibid).

I en klinisk studie ble det ikke observert noen negative helseeffekter ved inntak av en dose pa
40 mg daglig i 4 uker (Kupcinskas et al. 2008). Denne dosen av astaxanthin er imidlertid 10

ganger hgyere enn mengden som har blitt gitt i var studie (4 mg).

1.5 Problemstilling
Det var gnskelig & undersgke om antioksidanter pavirket treningsinduserte endringer i

muskelceller, og det ble da valgt a se pa to mitokondrielle proteiner, COX4 og HSP60. Bade
COX4 og HSP60 ble begge forventet & gke i mengde som falge av en gkning i mitokondriell
biogenese etter en periode med utholdenhetstrening.

Problemstilling 1: Hvordan pavirkes nivaene av cytokrom c oksidase (COX4), som inngar i

reduksjon av oksygen til vann, og regenerering av ATP, etter en periode med

utholdenhetstrening og antioksidanttilskudd?

Problemstilling 2: Hvordan pavirkes nivaene av “Heat Shock Protein 60 (HSP60), som er et

hjelpeprotein under stress, etter en periode med utholdenhetstrening og antioksidanttilskudd?

Hypotese 1: Et daglig inntak av 1000 mg vitamin C og 235 mg vitamin E, over en 12 ukers
periode med utholdenhetstrening, vil dempe den treningsinduserte gkningen i proteinmengden
av COX4 og HSP60 i musklene.

Hypotese 2: Et daglig inntak av 4 mg astaxanthin, over en 12 ukers periode med
utholdenhetstrening, vil dempe den treningsinduserte gkningen i proteinmengden av COX4 og
HSP60 i musklene.
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Selv om teorien viser at astaxanthin kan bedre prestasjon og hindre muskelskade i forbindelse
med trening, er det likevel valgt a sette en hypotese som indikerer negativt utfall av tilskuddet.
Vi vil teste ut om astaxanthins rolle som en antioksidant i ngytraliseringen av oksidativt stress
er negativt, med tanke pa at det oksidative stresset er ngdvendig for at tilpasningene til

treningen skal veere optimal.

Det er antioksidanters pavirkning pa utholdenhetstrening som er hovedfokuset for denne
masteroppgaven. Ettersom Smartfish er sasmmensatt av flere forskjellige naeringsstoffer som
vil kunne pavirke treningsinduserte responser, ble det valgt ikke & lage noen hypotese pa dette
produktet.
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2. Materialer og metode
Studien ble utfart som et dobbelblindet randomisert kontrollert studie. Det var 53

forsgkspersoner som gjennomfarte to vevspraver far og etter en intervensjonsperiode over 12
uker med utholdenhetstrening og tilskudd av antioksidanter eller placeboprodukter.
Masteroppgaven er en del av et starre prosjekt som startet i 2010 og som forkortes SARA
(Smartfish, Antioxidant, Recovery and Adaptation). SARA-prosjektet er godkjent av
Regional etisk komite for medisinsk forskning og gar i korte trekk ut pa a teste om
antioksidanttilskudd pavirker tilpasninger til styrke- og utholdenhetstrening (hver for seg).
Studien i denne masteroppgaven dreier seg kun om utholdenhetstrening, og er finansiert av
SARA-prosjektet, NIH, Smartfish og Vitaelab.

2.1 Krav til forsgkspersonene

Det ble stilt krav til at forsgkspersonene hadde utevd regelmessig utholdenhetstrening (1-4
ganger i uken) de siste 6 manedene. Personer som trente regelmessig 5 ganger i uken eller
mer, fikk ikke lov til & delta. Kosttilskudd utover det som ble gitt i forbindelse med prosjektet,
ble ikke akseptert. Det ble gitt restriksjoner i forhold til inntak av kaffe, te og juice; maks 4
kopper per dag og ikke mer enn to glass juice. Mana- og druejuice matte utelukkes helt fra
kosten. Fire dagers kostholdsregistrering ble gjennomfart to ganger, og all trening ble fert i en
elektronisk treningsdagbok. Forsgkspersonene matte vaere mellom 18-45 ar, og dokumentere

at de var friske i en medisinsk egenerklaring.

2.2 Tilskudd av antioksidanter
Forsgkspersonene ble tilfeldig fordelt i fire grupper med forskjellig daglig kosttilskudd:

e C- og E-vitaminer (1 kapsel inneholdende: 1000 mg C-vitamin, og 235 mg E-vitamin).
e Placebo
e Smartfish (250 ml x 2)

e Astaxanthin (4 mg til frokost)
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Detaljert informasjon og fordeling av tilskuddene finnes i vedlegg 1. C- og E-vitaminene ble
gitt i samme kapsel, og dosen var henholdsvis > 13 og > 29 ganger hgyere enn daglig anbefalt
mengde i Norge. Astaxanthin er en antioksidant som finnes i blant annet alger. Smartfish er en

drikk med kombinasjon av flere naringsstoffer.

2.3 Treningsprotokollen
Treningsprotokollen varte i 12 uker, med 3-4 gkter per uke (figur 3). Treningsintensiteten

(pulsen) varierte mellom gktene, og treningsmengden gkte ved at det ble lagt til en treningsgkt
etter tre uker, og at det ble utfert flere drag per gkt, etter 3 og 8 uker. I tillegg til det oppsatte
treningsprogrammet, var det lov a trene to valgfrie treningsgkter. For & unnga skader, var det
lov til & bytte ut en oppsatt treningsgkt med en annen valgfri gkt med utholdenhetstrening, for

eksempel fotball, orientering, svemming og liknende.

Uke Periode Dag#1 Dag#2 Dag#3 Dag#4
Langkjgring: 30 min:  Intervall: 4x4 min: Langkjgring: 60 min:
82-87% av HFmaks; >90% av HFmaks; 72-82% av HFmaks;
1.-3. 1 15-17 pa Borgs 16-18 pa Borgs 14-16 pa Borgs
Langkjgring: 30 min:  Intervall: 5x4 min: Langkjgring: 60 min: Intervall: 4x6 min:
82-87% av HFmaks; >90% av HFmaks; 72-82% av HFmaks; >90% av HFmaks;
4.-8. 2 15-17(18) pa Borgs 16-18 pa Borgs 14-16 pa Borgs 16-18 pa Borgs
Langkjoring: 30 min:  Intervall: 6x4 min: Langkjgring: 60 min: Intervall: 5x6 min:
82-87% av HFmaks; >90% av HFmaks; 72-82% av HFmaks; >90% av HFmaks;
9.-12. 3 15-17(18) pa Borgs 16-18 pa Borgs 14-16 pa Borgs 16-18 pa Borgs

Figur 3. Treningsprotokollen til forsgkspersonene. Borgs skala finnes i vedlegg 2.

2.4 VOymaxs-test

Det ble gjennomfart VO mas-tester av forsgkspersonene bade far, underveis og etter
treningsperioden. Testene ble utfgrt pa tredemglle ved lgp til utmattelse. Med utgangspunkt
fra en tilvendingstest ble det satt en startfart, og deretter gkte arbeidsbelastningen med 1 km/t
per minutt i tre minutter for sa a gke kun % km/t per minutt. | tilvendingstesten startet kvinner
pa 8 km/t, og menn pa 10 km/t. Deretter ble testen utfgrt som beskrevet over. Da personen
hadde nadd maksfart, som matte holdes i 25 sekunder, ble det trukket fra 3 km/t, som ble

startfarten pa hovedtesten.
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2.5 Vevspraver
Far og etter treningsperioden pa 12 uker, ble det tatt vevspraver pa 200-300 mg fra m. vastus

lateralis. Forsgkspersonene fikk forbud mot a trene de to siste dagene forutfor vevspraven.
Omradet for snittet ble bedavd og sterilisert, og vevstakingen ble gjennomfart med
Bergstrams nalteknikk (vedlegg 3). Vevspraven ble vasket i iskaldt fysiologisk saltvann for &
skylle bort blod, og dissekert fri for eventuelt binde- og fettvev, samt blodkoageler. Vevsbiter

pa ca. 50 mg ble fryst ned i isopentan (pa terris) og oppbevart ved -80 °C i en ultrafryser.

2.6 Bakgrunnsinformasjon om forsgkspersoner
Det er viktig at gruppene ikke avviker mye fra hverandre med henhold til fysiske variabler
som vekt, hgyde, alder og VOzmaks. Tabellen under viser fordelingen av disse parameterne

innenfor de fire gruppene.

Tabell 1. Antropometriske variabler og VOamaks i de fire gruppene. Verdiene ble malt
for treningsperioden, og inkluderer forsgkspersoner (n=53) som fullfgrte to vevspraver.

C- og E-vitamin Placebo Smartfish Astaxanthin
Alder (ar) 234+37 22,7+35 230+5,6 248+79
Hayde (cm) 1774 £11,1 175,3+10,1 177,6 8,8 175,1£9,0
Vekt (kg) 73,1+£13,0 70,6 +£13,3 759 +10,3 70,0 £10,7
VVO,-maks 53,1+9,3 530+78 51077 53079
(ml/kg/min)
Kjgnn 3=89=7 3=89=8 3=69=4 3=79=5

Verdiene er gjennomsnitt + SD.

2.7 Laboratorieprotokoller
Arbeidet i denne masteroppgaven var hovedsakelig analyse av proteiner, men opparbeidelsen
av vevsprgvene er likevel nevnt. En utarbeidet protokoll for immunoblotting (Western blot)

finnes i vedlegg 4.

2.7.1 Homogenisering og ekstraksjon
Vevspravene ble homogenisert og ekstrahert i fire cellefraksjoner: membran-, cytosol-,

cytoskjelett- og kjernefraksjon. I denne studien ble det kun benyttet membranfraksjoner av
vevsprgvene. Cytosolfraksjonen ble testet, uten funn av COX4. Fremgangsmate er i henhold

til brukermanual for Proteo Extract Subcellular Proteome Extraction Kit (Calbiochem).
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2.7.2 Maling av proteinkonsentrasjoner i vevsprgvene

Proteinkonsentrasjon i alle fraksjoner ble malt med et modifisert Lowry-based detergent-
compatible protein assay (Bio-Rad Laboratories). Det ble malt standardkurve med Bovine
Gamma Globulin (BGG) Standard Set (Bio-Rad Laboratories). Alle fraksjoner, standarder,
kontroller, og praver, ble tilsatt og malt i triplikater pa 5 pl (med krav til CV<10 %). Prgver
ble oppbevart pa ultrafryser, -80 °C inntil elektroforese.

2.7.3 Elektroforese

Gelelektroforese ble utfgrt med henhold til produsentens anbefalinger for NUPAGE®
Novex® 4-12 % Bis-Tris Midi Gel (Invitrogen). Fra malinger av proteinkonsentrasjoner, ble
det beregnet volum av prgver og buffere ved hjelp av et beregningsark i Excel (vedlegg 5).
Det ble benyttet vann fra ELGA vannrensesystem i alle eksperimenter. Prgver som skulle
sammenliknes, ble applisert pa samme gel, med lik mengde protein i praver tatt far og etter
treningsperioden for hver forsgksperson. Proteinene ble separert i elektroforesekammer i 45
minutter, med en konstant spenning pa 200 Volt.

2.7.4 Blotting
Pravene ble overfort til en PVDF-membran ved hjelp av et tarrblotsystem, iBlot™

(Invitrogen) i 6 minutter pa 20 V.

Gelene ble farget med SimplyBlue™ SafeStain (Invitrogen) for a kontrollere mengde
gjenveerende proteiner. Membranene ble blokkert med 5 % skummetmelk pulver-blanding
(Merck) med TBS-T i 2 timer i romtemperatur, deretter ble de vasket med TBS-T og TBS.

2.7.5 Inkubering med antistoffer

Det ble tilsatt primaere antistoffer i fortynningene 1:1000 for COX4 (Abcam) og 1:4000 for
HSP60 (Stressgen). Begge de primare antistoffene var monoklonale antistoffer produsert i
mus. Inkubering med primare antistoffer varte over natt ved 4 °C. Membranene ble igjen
vasket i TBS-T og TBS, far de ble tilsatt et polyklonalt sekundart geit anti-mus 1gG i
fortynningen 1:30 000, konjugert med enzymet pepperrot peroksidase (Thermo Scientific).
Inkubering av membran og sekundaert antistoff varte i 1 time i romtemperatur, for

membranene igjen ble vasket i TBS-T og TBS, og dermed gjort klar til bildefremkalling.
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2.7.6 Bildefremkalling
Membranene ble tilsatt et substrat (Super Signal® West Dura Extended Duration Substrate,
Thermo Scientific) for bildefremkalling. Bildet ble eksponert i “Kodak Image Station 2000R”

med innstillinger for kjemiluminesens for deteksjon av proteinene. Som vektmarkar ble
Magic Marker (Invitrogen) benyttet.

2.8 Sensitivitet 1| metoden

Maling av metodens sensitivitet ble gjort ved at vevspraven til en tilfeldig forsgksperson ble

tilsatt til gelen i paralleller i en to-fold fortynningsrekke. Stgrst mengde tilsatt protein var 22,4
g, og minste mengde var 2,8 ug (figur 4).

6.0x105-
‘0
©
= ~..COX4
S 4.0x10°~ .,
- e ‘e,
c .
‘®
> HSPG6O 'e.,
o 2.0x10°- “o..
9] e’
P4 T
‘®
O L] L] L] L]
D‘QQ’ q/\}q @Qq %QQ’ Prgve tilsatt i ug
q/(l/\ \Nﬂ Q)\ (l/«
— —

HSPGQ  em—

Figur 4. Kurve for deteksjon og bilde av band for COX4 og HSP60, ved gitte mengder
proteiner tilsatt til gelen for elektroforese og blotting. Bildet av bandene samsvarer med
mengde protein som star skrevet over det respektive bandet. Ved 2,8 pg protein tilsatt,

har bandene en netto lysintensitet pd omtrent 100.000 som tilsvarer et lett synlig band
(se bildet).
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2.9 Reproduserbarhet i metoden
Alle vevsprgver ble analysert to ganger pa forskjellige geler. Noen prgver er ogsa analysert tre

og fire ganger. Det er gjennomsnittet fra de to beste analysene som har blitt benyttet til &
beregne endringer i proteinmengde fra far til etter treningsperioden (figur 5). Gjennomsnittlig
differanse mellom analyse 1 og 2 ligger pa 24 % (SD = 22) for COX4, og 10 % (SD = 8) for
HSP60.

Reproduserbarhet COX4 Reproduserbarhet HSP60
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Figur 5. Reproduserbarhet av COX4 og HSP60. Analyse 1 og 2 indikerer henholdsvis
prosentvis endring fra for til etter treningsperioden i to forskjellige analyser med samme

betingelser. Merk at prosentskalaen varierer mye mellom COX4 og HSP60.
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2.10 Tolkning av resultater
Resultatene ble tolket slik som beskrevet i manualen for Kodak 1D Software (versjon 3.6.1,

Kodak). Ved hjelp av Carestream manual ROl (omrade av interesse), ble det malt netto
lysintensitet som er piksler i bandet, korrigert for stgy i bildet (figur 6). Det ble malt ROI av
band far og etter treningsperioden for hver forsgksperson. Prosentvise endringer mellom
prover tatt far og etter treningsperioden, ble basert pa endringer i netto lysintensiteter.

FP 1 FP2 ' FP 3 ' FP 4 ' FP 5 ' P 6
} | ] | ] - L | T | —— — S——

f@r etter fr etter | f@r etterl far etter | fimr etter| far etter

Figur 6. Membran med ROI som maler netto lysintensitet av proteinband med substrat.
Det lages en ramme som kopieres til hvert band hvis mulig, slik at rammestgrrelsen blir
lik. Hele bandet ma passe innenfor rammen. Hver forsgksperson har to band ved siden
av hverandre som representerer et band fgr, og et band etter treningsperioden.
FP=forsgksperson.

2.11 Statistikk

Hovedfokuset var @ sammenlikne gruppen som fikk tilskudd av C- og E-vitaminer, mot
gruppen som fikk placebotilskudd. Forsgkspersonenes endringer fra for til etter
treningsperioden, ble testet med parvise t-tester, og forskjeller mellom to og to grupper ble
testet med u-parete t-tester. Ved sammenlikning av alle gruppene (C- og E-vitamintilskudd,
placebotilskudd, Smartfishtilskudd og astaxanthintilskudd), ble det brukt en ikke-parametrisk
analyse (Kruskal-wallins test). Pearsons korrelasjonstest ble brukt mellom endringer i
VOzmaks, COX4 0g HSP60. Kalkuleringer ble gjort med Prism® (Graph Pad Software Inc.,
San Diego, CA, USA) og Microsoft® Excel 2010, hvor data ble presentert som gjennomsnitt
+ standardavvik. Endringer, forskjeller eller korrelasjoner ble ansett som signifikant for
p<0,05, og som en tendens hvis 0,10 >p> 0,05.
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3 Resultater
Hovedmalet med denne studien var a undersgke om tilskudd av antioksidanter over en 12

ukers periode med utholdenhetstrening, ville pavirke proteinnivaene av COX4 og HSP60 i en
skjelettmuskel. Resultatene fra vevsanalysene presenteres na sammen med endring i VOamaxs,
for & gi et generelt bilde av den effekten utholdenhetstreningen har hatt i denne studien. En

oversiktstabell over prosentvise endringer for COX4, HSP60 0g VOmaks finnes i vedlegg 6.

3.1 Endringer i VO;maks

VO,maks ble testet ved lgping til utmattelse pa tredemglle (se metode, 2.4). Basert pa parete t-
tester, viste alle gruppene signifikante endringer i VO,maks fra far til etter treningsperioden
(figur 7). Endringene var som falger: 7,6 % (p<0,0001) i gruppen med tilskudd av C- og E-
vitamintilskudd, 6,4 % (p=0,0003) i placebogruppen, 7,2 % (p<0,05) i gruppen med
Smartfishtilskudd, og 5,8 % (p<0,05) i gruppen med astaxanthintilskudd. Det var ingen av
endringene i VO,maks I intervensjonsgruppene som var signifikant forskjellige fra endringen i

placebogruppen.
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Figur 7. Prosentvise endringer i VO,maxs etter en treningsperiode pa 12 uker med
tilskudd av diverse antioksidanter. Horisontale streker indikerer gjennomsnitt.

Signifikante endringer innenfor gruppen er merket med *.
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Absoluttverdier av VOamaks ble malt i I/min og ml/kg/min og vises i tabell 2.

Tabell 2. Gjennomsnittlige absoluttverdier for VO;maks | hver gruppe.

VO:zmaks (I/min) VO2maks (MI/kg/min)
GRUPPE FOR ETTER FOR ETTER
C- og E-vitamin 39+1,0 41+10 53,1+9,3 57,0+9,7
Placebo 38+1,0 40+1,0 53,0+ 7,8 57,0+7,1
Smartfish 39+17 40+1,0 51,0+7,7 55,0+ 7,6
Astaxanthin 3,9+0,8 40+0,8 54,0+5,8 57,0+5,6

Verdiene er gjennomsnitt + SD.

3.2 Immunoblotting (Western blot) av COX4 og HSP60

Basert pa vevsprgvene som ble tatt far og etter treningsperioden, ble proteinnivaene
(mengden) av COX4 og HSP60 fra m. vastus lateralis analysert ved & bruke western blotting
som metode. Merk at det kun er membranfraksjonen av muskelcellene som har blitt analysert
i denne masteroppgaven. Proteinene ble som forventet observert ved molekylvektene ~16 kDa
for COX4 og ~60 kDa for HSP60 (figur 8).
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Figur 8. Membran med markgr (Gene On) i hvitt, og proteinband av HSP60 (62 kDa) og
COX4 (16 kDa) i svart. Membranen ble klippet i to fordi proteinbandene av HSP60 ga
generelt sterkere signaler og undertrykte dermed bandene av COX4 hvis proteinene ble
tatt i samme bilde.

For & kunne male effekten av de ulike antioksidanttilskuddene, ble gruppene med tilskudd av

antioksidanter sammenliknet med, og testet opp mot placebogruppen.
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3.2.1 Endringer i proteinniva av COX4 basert pa netto lysintensitet

Endringer i COX4-proteinniva ble basert pa endring i netto lysintensitet i band fra pravene
tatt for og etter treningsperioden (figur 9 A, B, C og D). Gruppen med C- og E-
vitamintilskudd hadde en signifikant reduksjon i niva av COX4 etter treningsperioden
(p<0,05; paret t-test; figur 9,A). Kontrollgruppen med placebotilskudd hadde en signifikant
gkning i niva av COX4 etter treningsperioden (p<0,05; paret t-test; figur 9, B). Gruppene med

Smartfish- og astaxanthintilskudd hadde ingen signifikante endringer innenfor gruppene.

Det ble utfgrt korrelasjonsanalyser mellom COX4 og VOmaks for @ undersgke om
treningsperioden og antioksidanttilskuddene hadde pavirket de to parameterne i forskjellig
grad. Endring i proteinniva av COX4 i placebogruppen har en viss likhet mellom endringene i
VO,maks, Men ingen korrelasjonstester mellom endringer pa proteinniva og VO ,maks Var

signifikante.

25



RESULTATER Charlotte Buer, 2012
Yegr - Zetter Yor - Zetter
———
A
C- og E-vitamin B Placebo *
8.0x1051 8.0x10°+
.// 2
2 6.0%x10°- L £ 6.0x10°4 :
7)) 7))
c c
2 g
% . % 2 % 4.0x10°4
> > ° —2
o ° e ®
5 2.0x105 ¥ 2.0x10%4 %
=z Z
0- 0 T T
N X X
Q¢ Q’}@’ Q¢ ((,}@1
Yor - 2etter
——
gr - 2etter
C Smartfish .
D Astaxanthin
2.0x10° 1
8.0x105
IS 6] .
7 15x10 S 6.0x10°- _ .
5 g
= g
5 1.0x10°4 5 40x10%-
e >
(@] o
% 5.0x10°4 —_ T 2.0x10°-
z Z
1 ) ! 2
0- 0 T
<<® (o{@} «® Q})\@}

Figur 9 A, B, C, D. Western blot og netto lysintensitet av COX4 fgr og etter en 12 ukers

treningsperiode hvor forsgkspersonene har fatt antioksidant- eller placebotilskudd (A:

C- og E-vitaminer, B: Placebo, C: Smartfish, D: Astaxanthin). En linje i grafen

representerer endring for en forsgksperson fra for til etter treningsperioden.

Signifikante endringer er merket med *. Bandene fra western blottingen indikerer netto

lysintensitet fgr og etter treningsperioden for en tilfeldig valgt person innenfor

tilhgrende gruppe. De opphgyde tallene over bandene, kan spores til linjene pa grafen.

Proteinmengden av progver tatt fgr og etter treningsperioden er lik, men mengden er

ikke ngdvendigvis lik fra person til person. Det er tilsatt maksimal proteinmengde i

forhold til malte proteinverdier (se metode).
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3.2.2 Endringer i proteinniva av HSP60 basert pa netto lysintensitet
Det var ingen signifikante endringer i HSP60-niva basert pa netto lysintensitet innenfor

gruppene med tilskudd av antioksidanter eller placeboprodukter (figur 10 A, B, C og D).

or - 2etter

B LEgr-2etter
A — — e S—
C- og E-vitamin Placebo
8.0x1051 6.0x105-
- . — —
fi.." 6.0x105 / g 1 @ 2
2 2 4.0x105
] 2
[y oy
D 4,0x10° 1 D
> >
o 2 o 2.0x1054
= 2.0x1051 e ° b= —
2 = : 2
0 T T O T T
N X X
% & @ &
C 1For - Zetter D YFor - Zetter
| e— - -
Smartfish Astaxanthin
8.0x105+ 8.0x105-
2 60x10° - ' 2 60x10°
%) )
S S /
g g - ———=°
5 4.0x105 2 i 4.0x105 !
© L & ©
b 2.0x105 B 2.0x105 — ®
pd Pz @ -
0 T T 0 T T
N A < &
< & < &

Figur 10 A, B, C, D. Western blot og netto lysintensitet av HSP60 fgr og etter en 12
ukers treningsperiode hvor forsgkspersonene har fatt antioksidant- eller
placebotilskudd (A: C- og E-vitaminer, B: Placebo, C: Smartfish, D: Astaxanthin). En
linje i grafen representerer endring for en forsgksperson fra for til etter
treningsperioden. Det er ingen signifikante endringer. Bandene fra western blottingen
indikerer netto lysintensitet far og etter treningsperioden for en tilfeldig valgt person
innenfor tilhgrende gruppe. De opphgyde tallene over bandene, kan spores til linjene pa
grafen. Proteinmengden av prgver tatt fgr og etter treningsperioden er lik, men
mengden er ikke ngdvendigvis lik fra person til person. Det er tilsatt maksimal

proteinmengde i forhold til malte proteinverdier (se metode).
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3.2.3 Prosentvise endringer i proteinniva av COX4 og HSP60

Det var en tendens til forskjell i COX4-niva mellom alle fire gruppene (p=0,07, Kruskal-
Wallins test) (figur 11), men det ble likevel valgt & ga videre med uparete-tester, for a se pa
forskjellen mellom intervensjonsgruppene i forhold til placebogruppen, da det var dette
omrade som primart var av interesse. Den eneste signifikante forskjellen var proteinniva av
COX4 i gruppen med tilskudd av C- og E-vitaminer, som var signifikant forskjellig fra

gruppen med placebotilskudd (p<0,05, uparet t-test) (Figur 11).
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Figur 11. Prosentvise endringer i proteinmengde av COX4 og HSP60 i de fire
forskjellige gruppene med tilskudd av diverse tilskudd av antioksidanter eller placebo.
Signifikante endringer innenfor gruppene er merket med *. Intervensjonsgrupper som

signifikant avviker fra placebogruppen, er merket med #.
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3.2.4 Korrelasjoner mellom endringer i proteinniva av COX4 og HSP60
Korrelasjonsanalyser mellom HSP60 og COX4 ble gjennomfart for a se om det var noen

sammenheng mellom treningseffektene i de to mitokondrielle proteinene. Det var en

korrelasjon mellom COX4- og HSP60-respons i placebogruppen (p=0,05; Pearson r-
verdi=0,49; figur 12).
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Figur 12. Korrelasjonsplot mellom prosentvis endring i proteinniva av COX4 og HSP60

i placebogruppen.
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3.3 Samlede endringer i VO,maxs, 09 i proteinniva av HSP60
Ettersom det sa ut til at endringene i VO,maks 0g i HSP60-nivaene ikke ble pavirket av

antioksidanttilskudd, var det interessant a undersgke den samlede responsen pa
utholdenhetstreningen, uavhengig av gruppeinndelinger. Da alle forsgkspersonene var samlet,
var det en tendens til en gjennomsnittlig gkning i proteinniva av HSP60 pa 6 % (p=0,066;
paret t-test; figur 13). Forsgkspersonenes gjennomsnittlige endring i VO,maks da alle gruppene
var samlet, var pa 6,8 % (p<0,0001; paret t-test; figur 13).

60-

% endring

Figur 13. Alle forsgkspersonenes samlede endringer av HSP60 og VO,maks. Horisontal

linje representerer gjennomsnittet. Signifikant endring er merket med *.
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4 Diskusjon

For & undersgke antioksidanters virkning pa treningsinduserte responser i skjelettmuskulatur,
ble det valgt & studere endringer i proteinniva av COX4 og HSP60 etter 12 uker med
utholdenhetstrening. Hypotesene var at antioksidantene ville hemme treningsinduserte

gkninger i proteinniva av COX4 og HSP60.

| vér studie farte utholdenhetstreningen til en signifikant gkning i VOomaks, (6,8 %), uten
forskjeller mellom grupper som fikk antioksidant- eller placebotilskudd. Det ble funnet en
signifikant gkning i proteinniva av COX4 i kontrollgruppen (61 %), mens det faktisk var en
reduksjon av proteinmengden i gruppen med C- og E-vitamintilskudd (-19 %). Samlet sett
viste membranfraksjonens proteinniva av HSP60 en tendens til gkning (6,0 %), men det var
ingen forskjeller mellom gruppene. 1 tillegg var det en positiv korrelasjon mellom endring i
proteinniva av COX4 og HSP60 i placebogruppen.

| denne oppgaven er det lagt mest vekt pa endringene som har skjedd i gruppen med C- og E-
vitamintilskudd, sammenliknet med placebogruppen. Smartfish er en juice med blanding av
flere forskjellige antioksidanter i tillegg til fett- og aminosyrer. Ut i fra teorien, kan bade f3-
alanin og omega-3 fettsyrer pavirke treningsinduserte endringer (Artioli et al. 2010; Hill et al.
2007; Hoffman et al. 2008; Kern & Robinson 2011), og det er derfor vanskelig & diskutere
hvorvidt antioksidanter som en del av juicen bidrar til disse endringene i muskelen. Bade
astaxanthin og Smartfish testes ut for at produsenten vil se virkning av produktet, og ingen

signifikante endringer pa proteinniva ble observert i gruppene med disse tilskuddene.

4.2 Endringer i proteinniva av COX4 som fglge av utholdenhetstrening
Det er kjent at utholdenhetstrening utlgser endringer i niva av proteiner og enzymer som

inngar i respirasjonskjeden i mitokondriene, deriblant niva av det mitokondrielle enzymet
COX4 (Bengtsson et al. 2001; Hood & Saleem 2007; Little et al. 2010; Ljubicic et al. 2010). |
var studie ble derfor COX4 brukt som en marker for mitokondriell biogenese, og det var

forventet a finne en gkning i niva av dette proteinet som respons pa utholdenhetstreningen.

Studier pa bade dyr (Connor et al. 2001; Freyssenet et al. 1999; Gordon et al. 2001; Zaid et al.
1999) og mennesker (Bengtsson et al. 2001; Cochran et al. 2010; Little et al. 2010; Vogt et al.
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2001; Yfanti et al. 2010), indikerer at utholdenhetstrening, eller et utholdenhetsarbeid, farer til
en kraftig oppregulering av oksidative enzymer som cytokrom c, citrat syntase, 3-
hydroksyacyl-CoA dehydrogenase og COX4. Studiene ble utfert bade pA mRNA-niva
(Cochran et al. 2010; Vogt et al. 2001; Zaid et al. 1999) og pa proteinniva (Bengtsson et al.
2001; Connor et al. 2001; Freyssenet et al. 1999; Gordon et al. 2001; Little et al. 2010; Yfanti
et al. 2010). Proteinnivaene av COX4 hadde en gkning pa 154 % i Bengtsson et al. (2001) sin
studie, og 38 % i Little et al. (2010) sin studie, som begge var studier gjort pa mennesker som

trente utholdenhet av hgy intensitet over en lengre periode (henholdsvis 4 og 2 uker).

| kontrollgruppen i var studie ble det observert en signifikant gkning pa 61 % i proteinniva av
COX4 etter 12 uker med utholdenhetstrening. Dette funnet samsvarer med tidligere studier,

og styrker hypotesen var om at utholdenhetstrening ferer til en gkning i proteinniva av COX4.

Det finnes ogsa studier som ikke samsvarer med den gkningen av COX4-niva som ble
observert i var studie; Zoll et al. (2006) fant ingen endringer i proteinniva av COX4 i
muskelen (m. vastus lateralis) etter 6 uker med utholdenhetstrening hos langdistanselgpere.
Ettersom deltakerne i studien var godt trent pa forhand, antok forskerne at
tilpasningsresponsene pa treningen, deriblant nivaene av COX4, hadde nadd en gvre grense
for oksidativ kapasitet i musklene (Puntschart et al. 1995; Zoll et al. 2006).

4.2.1 Effekt av antioksidanttilskudd pa niva av COX4

Resultatene fra var studie tyder pa at antioksidantene hemmet utviklingen av mitokondriell
biogenese, fordi COX4 ble redusert med -19 % i forhold til en gkning pa 61 % i
placebogruppen. Dette samsvarer med tidligere studier pa rotter, hvor det ble observert ~ 20
% lavere niva av cytokrom c i gruppen som fikk tilskudd av vitamin C (Gomez-Cabrera et al.
2008a). Det ma nevnes at det i studien til Gomez-Cabrera et. al (2008a) ble malt niva av
cytokrom c i en annen cellefraksjon (cytosol) enn i var studie (membran), og uten tilskudd av
vitamin E. Strobel et al. (2011) utferte et forsgk pa rotter som fikk tilskudd av store doser med
vitamin E. Det viste seg at utholdenhetstreningen generelt farte til en gkning av mitokondriell
biogenese i rottene, ved a gke innhold av blant annet COX4, men vitamin E dempet denne

treningsinduserte gkningen (ibid).

Var studie samsvarer derfor med tidligere funn, og styrker hypotesen var om at

antioksidanttilskudd hemmer den treningsinduserte gkningen i proteinniva av COX4. Det var
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imidlertid kun gruppen som fikk tilskudd av C- og E-vitaminer som viste en signifikant
reduksjon i forhold til placebogruppen i niva av COX4, de andre gruppene med

antioksidanttilskudd hadde ingen signifikante endringer.

| motsetning til funnene fra var studie, viste Yfanti et al. (2010) at gkningen i aktiviteten av
oksidative enzymer (citrat syntase og p-hydroksyacyl-CoA dehydrogenase) ikke ble pavirket
av daglige tilskudd pa 500 mg vitamin C og 268 mg vitamin E, over en 16 ukers periode, som

inkluderte 12 uker med utholdenhetstrening.

Sa vidt det er meg bekjent, finnes det ingen studier som har malt COX4-respons i forbindelse
med trening og tilskudd av astaxanthin, og resultatene fra var studie viser ingen signifikante
resultater i endringer av COX4-niva i gruppen med astaxanthintilskudd. Det kan se ut som
astaxanthin har en hemmende effekt i var studie, ettersom gkningen av COX4 er halvert (34
% gkning) i forhold til placebogruppens gkning (61 % gkning), men for a bekrefte

astaxanthins pavirkning, er det ngdvendig a studere responsen fra flere forsgkspersoner.

4.3 Endringer i proteinniva av HSP60 som fglge av utholdenhetstrening
Utholdenhetstrening forarsaker et oksygenforbruk som pavirker homeostasen av
redokspotensialet i cellene (Droge 2002; Gomez-Cabrera et al. 2008b; Valko et al. 2007).
Pavirkningen pa homeostasen under en treningsgkt med utholdenhet, vil kunne fgre til en
gkning av reaktive oksygen- og nitrogenforbindelser (RONS) (ibid). En gkning av
treningsindusert RONS har blitt koblet til et gkt uttrykk av stressproteiner, deriblant HSP60, i
skjelettmuskulatur hos mennesker (Khassaf et al. 2001), og i skjelettmuskulatur hos mus
(McArdle et al. 2001).

Studier pa stressproteinresponser i dyr (Mattson et al. 2000; McArdle et al. 2001; Ornatsky et
al. 1995) og i mennesker (Khassaf et al. 2001; Morton et al. 2009c) viser at HSP60-niva gker
etter en periode med utholdenhetstrening. Ornatsky et al. (1995) fant en gkning i proteinniva
av HSP60 som respons pa kronisk muskelkontraksjon hos rotter (3,2-9,3 ganger utover malt

hvileniva).

Tidligere studier har vist at godt trente individer har et hgyere hvileniva av stressproteiner,

samt et bedre endogent antioksidantsystem enn utrente individer (Morton et al. 2008; Smolka
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et al. 2000; Yfanti et al. 2010). Morton et al. (2009c) viste at niva av stressproteiner i
muskelvev var avhengig av bade langvarig og naveerende treningsinnsats til det enkelte
individet. Trente individer hadde en mindre respons pa utholdenhetstreningen, trolig fordi
musklene allerede hadde opparbeidet en tilpasning til trening som inkluderte hgyere hvileniva
av stressproteiner (ibid). Ettersom forsgkspersonene i var studie har trent relativt mye pa
forhand er det mulig at de allerede har hgye nok verdier av HSP60.

Resultatene fra var studie viser riktignok en tendens (p = 0,066) til treningsindusert gkning i
proteinniva av HSP60 nar alle gruppene er sett under et, men gkningen er bare pa 6 %. Dette
funnet stemmer overens med tidlige funn, hvor treningsinduserte responser, som for eksempel
niva av oksidative enzymer (Yfanti et al. 2010; Zoll et al. 2006) og stressproteiner (HSP60)
(Morton et al. 2008; Morton et al. 2009c) ikke forandret seg mye i pa forhand godt trente

individer.

Nar mitokondriell biogenese (COX4) gker som falge av utholdenhetstrening, gker ogsa niva
av proteiner som deltar i transport over mitokondriemembranen, herunder HSP60 (Hood et al.
2003; Ornatsky et al. 1995). HSP60 sgrger blant annet for korrekt folding av de nydannende
proteinene (Karlin & Brocchieri 2000; Locke Marius 2002). Nar mitokondrieaktiviteten gker,
gker oksidasjon av molekyler (RONS) (Hargreaves & Spriet 2006), og dermed gker ogsa niva
av stressproteiner (HSP60); som trolig reguleres av RONS (Khassaf et al. 2003). Det burde

derfor vaere en sammenheng mellom oppregulering av COX4 og HSP60.

Resultatene fra var studie viser en korrelasjon (p = 0,05) mellom endring i COX4-niva og
HSP60-niva i placebogruppen. Dette samsvarer med teorien om at mitokondriell biogenese

farer til gkt niva av stressproteiner (Locke Marius 2002; Morton et al. 2008).

4.3.1 Effekt av antioksidanttilskudd pa niva av HSP60

Det er fa studier som viser signifikante endringer i HSP60-niva som respons pa
utholdenhetstrening med antioksidanttilskudd. Det er derfor, i denne masteroppgaven, ofte
referert til studier som har testet andre stressproteiner og endogene forsvarsmekanismer som
har liknende funksjoner som HSP60. Khassaf et al. (2003) utferte en studie der 7 utrente
individer (mennesker) fikk tilskudd av 500 mg vitamin C over en 8 ukers periode, hvorav
HSP60 og HSP70 fra m. vastus lateralis ble malt etter et utholdenhetsarbeid. Individene med

C-vitamintilskudd hadde en mindre gkning av HSP70 etter utholdenhetsarbeidet enn
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kontrollgruppen, men dette skyldtes trolig en gkning i hvileniva av bade stressproteiner og
andre beskyttende enzymer mot oksidativt stress (superoksiddismutase og katalase). De fant
derimot ingen signifikante resultater for HSP60 (ibid). Et liknende resultat vises i Jackson et
al. (2004) hvor 22 utrente individer (mennesker) fikk tilskudd av 400 mg vitamin E over en 8
ukers periode. Tilskudd av vitamin E farte til et hgyere hvileniva av HSP70 (i m. vastus
lateralis), og dermed en mindre respons pa utholdenhetsarbeidet. Det var ingen signifikante

endringer i HSP60-niva, men endringen viste samme tendens som for HSP70 (ibid).

Vare resultater viser ingen forskjell i endring av HSP60-nivaene mellom gruppene som fikk
tilskudd av antioksidanter og gruppen som fikk placebotilskudd. En mulig forklaring pa dette,
kan veere at ettersom godt trente individer har tilvendt seg et hgyt oksidativt stress, har de
opparbeidet seg forsvarsmekanismer som gjer at redokspotensialet til cellen under hver
treningsekt ikke pavirkes like mye som hos utrente individer, som har et darligere endogent
antioksidantforsvar (Yfanti et al. 2010). Dette vil trolig kunne gi mindre virkning av
antioksidantene hos trente individer, og starre pavirkning hos utrente (ibid). Ingen av
intervensjonsgruppene alene i var studie viste signifikante endringer i niva av HSP60, som

mulig kan skyldes at det var for fa forsgkspersoner inkludert i hver gruppe.

Det er imidlertid andre studier som viser direkte hemmende effekt av antioksidanttilskudd;
Fischer et al. (Fischer et al. 2006) viste at tilskudd av a-tokoferol (294 mg), y-tokoferol (87
mg) og vitamin C (500 mg) i 28 dager for et utholdenhetsarbeid, la en demper pa gkning av
endogene forsvarsmekanismer hos mennesker i form av redusert niva av HSP70 (Fischer et al.
2006). Gomez-Cabrera et al. (2008a) viste at et daglig inntak av 1000 mg vitamin C over en 8
ukers periode med utholdenhetstrening, hemmet det endogene antioksidantforsvaret (mangan

superoksiddismutase og glutation peroksidase) hos rotter.

For a hindre oksidativt stress, jobber antioksidanter sammen i et nettverk for & opprettholde
riktig balanse mellom reduserte og oksiderte substrater (Powers & Jackson 2008). Store doser
med tilsatte antioksidanter i kosten, kan derfor tenkes & hjelpe systemet i & opprettholde
balansen ved at flere oksidanter som oppstar under trening fjernes. Det kan ogsa tenkes at
tilskudd vil adelegge homeostasen, ved at balansen ikke lenger er under kontroll, pa grunn av
for store mengder antioksidanter (ibid). Antioksidanter har i flere studier vist seg a gke
markarer for oksidativt stress etter utholdenhetstrening (Close et al. 2006; Knez et al. 2007;
Lamprecht et al. 2009; Nieman et al. 2004). | motsetning, har en kombinasjon av C- og E-
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vitamintilskudd i forbindelse med utholdenhetstrening vist seg & dempe oksidativt stress og
inflammasjon (Fischer et al. 2004; Schroder et al. 2000; Zoppi et al. 2006). | var studie er det
ingen markarer som maler oksidativt stress direkte, men niva av stressproteiner (HSP60) bar
gi en indikasjon pa niva av oksidativt stress. Uansett vil hgyt niva av oksidanter pavirke
homeostasen i cellene, og dette vil igjen kunne pavirke mengde HSP60 som skilles ut
(Khassaf et al. 2003; Powers & Jackson 2008).

Astaxanthin har tidligere vist seg a8 dempe markgrer pa oksidativt stress i mus i forbindelse
med utholdenhetstrening (Ikeuchi et al. 2006). Ranga Rao et al. (2010) fant en gkning av
antioksidantenzymer (katalase, superoksiddismutase, peroksidase) etter tilskudd av
astaxanthin i rotter. | var studie var det ingen signifikante forskjeller i HSP60-respons mellom

kontrollgruppe og grupper som fikk tilskudd av astaxanthin.

Proteinnivaene av HSP60 i membranfraksjonen sa altsa ut til & gke moderat som respons pa
utholdenhetstrening, men antioksidantene hadde ingen pavirkning pa denne gkningen. Selv
om antioksidantene ikke pavirket HSP60-respons i mitokondriene (membranfraksjon), har det
tidligere i var studie, av en annen masterstudent, blitt malt reduserte HSP60-nivaer i
cytosolfraksjonen i gruppen som fikk tilskudd av C- og E-vitaminer. Dermed vil hypotesen
om at antioksidanter hemmer treningsindusert gkning av HSP60, kunne gjelde for

cytosolfraksjonen, men ikke for membranfraksjonen i var studie.

4.4 Endringer i VO,maks SOM falge av utholdenhetstrening
Flere studier viser at utholdenhetstrening farer til en gkning i VO maks hos mennesker (Aguil6

et al. 2007; Arent et al. 2010; Gomez-Cabrera et al. 2008a; Hiruntrakul et al. 2010; Rankovic
et al. 2010; Roberts et al. 2011; Santtila et al. 2008). Yfanti et al. (2010) gjorde en liknende
studie som denne, der pa forhand trente menn syklet pa hgy intensitet 5 ganger i uken i 16
uker, hvorav VOymaks okte med 20 %. | var studie gker VOzmaks i kontrollgruppen, men i
mindre grad (6,4 %) enn i studien til Yfanti et al. (2010).

@kningen i VOomaks i Var studie er lavere enn gkningen som ble observert i proteinniva av
COX4 (61 %). En arsak som kan skyldes denne store differansen er at VOomaks ikke er direkte
relatert til mitokondriekapasitet (Bassett & Howley 1997; Bassett & Howley 2000; Hill &
Lupton 1923; Poole & Richardson 1997). Det er flere studier som har vist at det hovedsakelig
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er transporten av oksygen til muskulaturen, og ikke mitokondriekapasiteten, som er den
begrensende faktoren for VOmas (ibid).

Resultatet fra var studie statter funn fra 1981 (Davies et al.), hvor VO,maks kun gkte med 14 %
til tross for en 100 % gkning i oksidativ kapasitet i rottemuskulatur. I likhet med var, og med
Davies et al. (1981) sin studie, fant Gomez-Cabrera et al. (2008a) at rotter som trente
utholdenhet i 6 uker, hadde en mindre gkning i VO,maks (17 %) enn gkningen som indikerte
oksidativ kapasitet i musklene, malt i cytokrom c (~150 %). Det var derfor ventet at gkningen
i niva av det mitokondrielle enzymet COX4, ikke skulle samsvare med en like stor gkning i

VO,maks SOM respons pa utholdenhetstrening.

4.4.1 Effekt av antioksidanttilskudd pa VOamaks
Det framgar studier som viser at antioksidanter ikke pavirker endringer i VOzmaks (Aguilo et

al. 2007; Arent et al. 2010; Gomez-Cabrera et al. 2008a; MacRae & Mefferd 2006; Roberts et
al. 2011; Zhou et al. 2005). I en tilnaermet lik studie som var studie, hvor C- og E-vitaminer
ble gitt i en kombinasjon (henholdsvis 500 og 268mg/d) i 16 uker, hvorav 12 uker var
utholdenhetstrening (sykling), ble det ikke observert noen forskjell i framgang av VOzmaks
mellom gruppe med vitamintilskudd (17 % ekning) og placebogruppe (20 % gkning) (Yfanti
et al. 2010). Ettersom forsgkspersonene i var studie er relativt godt trent fra fer, forventes det

generelt ikke store endringer i VOomaxs, til tross for antioksidanttilskudd.

Resultatene fra var studie samsvarer med tidligere studier (Aguil6 et al. 2007; Arent et al.
2010; MacRae & Mefferd 2006; Roberts et al. 2011; Yfanti et al. 2010; Zhou et al. 2005), og

den viser at treningen i seg selv farte til en gkning i VOomaks pa 5,8-7,6 % i alle gruppene.

| motsetning til var studie, viste Kang et al. (2011) at en kombinasjon av C- og E-vitaminer
(henholdsvis 800 og 214mg/d) over en periode pa 30 dager, reduserte VO,mas med -3,11

ml/kg/min hos menn som trente regelmessig (n= 59).

Selv om tidligere studier har vist at astaxanthin gker VOamaxs | forbindelse med
utholdenhetstrening (Earnest et al. 2011), statter ikke resultatene fra var studie tidligere funn.
Det er viktig a ta i betraktning at ulike resultater kan komme av forskjellig arbeidsbelastning,

dose antioksidanter og treningsstatus til individene.
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4.5 Utfordringer med studien

En mulig svakhet med en slik type studie kan veere enkeltindividets helsetilstand underveis i
studien, og eventuell overtrening som pavirker restitusjon og utbytte av treningsgktene. Slike
parametere ble fort i dagbok med tilhgrende pulsregistrering, som gjorde at vi hadde oversikt
pa eventuelle avvik fra treningsprotokollen. Det er ogsa individuelle forskjeller i respons pa
vitamintilskudd, med en variasjon pa 20-80 % i absorpsjon og opptak (Nes et al. 2006).
Opptak avhenger av fettinntaket i kosten, hvorav HDL-kolesterolet trolig frakter mer
tokoferol enn LDL. Store mengder vitamininntak gjer at absorpsjonen minker i kroppen
(ibid). Det er ogsa individuelle forskijeller i proteinresponser, fordi responsene kan veere
avhengige av hormonelle forandringer i kroppen (Borrés et al. 2003; Paroo et al. 1999), og vil
da variere mellom kjgnn og individer. Morton et al. (2009b) fant kjgnnsmessige forskjeller i
treningsindusert HSP60-niva i m. vastus lateralis etter 6 uker med utholdenhetstrening. Det
optimale i var studie, ville vaert & utfere et kryssoverdesign, slik at de individuelle forskjellene
ikke hadde variert fra gruppe til gruppe, men dette ville samtidig veert altfor tidkrevende og

vanskelig & gjennomfare, blant annet med rekruttering av forsgkspersoner.

Type antioksidant (for eksempel om den er vann- eller fettlgselig) kan spille en viktig rolle
med hensyn pa oksidativt stress (Bryant et al. 2003). | studien til Bryant et al. (2003) viste det
seg at vitamin E senket markgrer for oksidativt stress, mens vitamin C forte til en gkning av
de samme markgrene. En kombinasjon av C- og E-vitaminer derimot, viste seg ikke a ha noen
effekt pa oksidativt stress (ibid).

Laping som treningsmetode, inkluderer flere muskler enn vastus lateralis som er
utgangspunktet for vevstakingen, og dette kan fere til ungyaktige resultater (Hargreaves &
Spriet 2006). Morton et al. (2009a) analyserte vevsprgver fra bade legg- (gastrocnemius) og
larmuskulatur (vastus lateralis) etter en periode med 6 uker utholdenhetstrening (Igping),
hvorav endring i niva av COX4 var forskjellig mellom gastrocnemius (150 % gkning) og
vastus lateralis (118 % gkning), men HSP60-nivaene hadde tilnaermet lik gkning i begge

musklene.

Western blotting er tidkrevende, og bestar av mange trinn (Lea 2006). Riktig inkubering med
antistoff og enzymsubstrater er viktig for at proteinene som skal analyseres fester seg til
membranen og kan detekteres. Valg av blokkeringsbuffer og blokkeringstid, er viktig for &

hindre uspesifikk binding til membranen som kan skape bakgrunnsstay i bildet (ibid). Det er
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ikke fokusert pa mulige feilkilder fra western blottingen, da reproduserbarheten, som
gjenspeiler den tekniske utfgrelsen av hvert trinn i analyseprosessen, viser gode samsvar
mellom de aller fleste analyser. Den gjennomsnittlige prosentvise forskjellen mellom to like
analyser 1a pa 10,2 % for HSP60, og pa 24,0 % for COX4. Feil som ble observert underveis,

ble ngye korrigert for.

Vevsprgvene i var studie har blitt tatt alt fra 1 til 5 dager etter siste treningsgkt, og denne
tidsdifferansen kan gi opphav til forskjeller mellom forsgkspersoner nar det gjelder
proteinniva i muskelen. Maksimal gkning i HSP60-proteinniva har tidligere blitt observert alt
fra 1 til 6 dager etter endt treningsgkt, hvorav tiden var avhengig av individenes tidligere
treningsstatus (Khassaf et al. 2001; Morton et al. 2006). Individer som var godt trent, med et
hgyere hvileniva av stressproteiner, hadde en mindre og tregere respons pa utholdenhetsgkten
(72 timer-6 dager). Individer som var darligere trent, med lavere hvileniva av stressproteiner,

hadde en raskere (24-48 timer) og starre respons (ibid).

| var studie males mengde protein, men den direkte aktiviteten til proteinet males ikke. Little
et al. (2010) viste at det var samsvar mellom gkning av aktivitet (29 % gkning malt i mmol/kg
protein/time) og gkning i mengde av COX4 (38 % gkning), derfor kan det antas at aktiviteten

vil gke nar mengden gker.

Tilfeldige variasjoner som avviker veldig fra gruppens gjennomsnitt, blir mer gdeleggende for
resultatet nar utvalget er mindre, dette gjelder spesielt i gruppene med astaxanthin- og
Smartfishtilskudd som kun har 10-11 forsgkspersoner.

4.6 Videre forskning
Sammenlikninger mellom ulike studier er vanskelige fordi mange faktorer varierer. Dette er

faktorer som treningsprotokoll, antioksidantdose, periode med antioksidanttilskudd, hvilken
muskelgruppe som er eksaminert, samt utgangsniva av stressproteiner. Alle disse faktorene
spiller en rolle i treningsindusert regulering av proteinniva i muskelen. Til tross for at det er fa
studier som har blitt gjort pa mennesker, er det pravd & sammenlikne med de studier som
likner mest pa var studie. Funnene fra var studie utelukker ikke muligheten for at
antioksidanttilskudd kan ha andre effekter pa proteinniva hvis de gis til eldre eller mindre

trente individer, eller individer som er i underskudd pa vitaminer.
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Til videre forskning vil det veere interessant a gjere analyser pa niva av proteiner bade pa
utrente og trente personer, samt i forskjellige muskler, og mellom kjgnn, for & se om
responsen varierer. Videre vil det vere interessant a teste ut om de forsgkspersonene som har
trent mye (4 dager i uka), har en mindre gkning enn forsgkspersonene som pa forhand har
trent mindre (1 dag i uka). Det vil ogsa vaere av interesse a male tidsdifferanser for syntese og
degradering av HSP60 som respons pa utholdenhetstrening, for & finne en eventuell “optimal”
tid for vevstaking i forhold til siste treningsgkt. | var studie har det kun blitt malt
proteinmengder, og det vil i videre forskning vare interessant ogsa & male enzymaktivitet av

COX4 og HSP60, samt andre enzymer som er medvirkende i mitokondriell biogenese.

En annen faktor som vil styrke resultatene er & male forsgkspersonenes absorpsjon og opptak
(i muskelen) av de ulike antioksidantene, samt & male niva av oksidativt stress direkte, for &
kunne se om det er en sammenheng i niva av stressproteiner og niva av markarer for
oksidativt stress. Ettersom transkripsjonsfaktorer ofte aktiveres hurtigere som respons pa
trening og faller raskere tilbake til utgangsniva, enn translasjonen av proteiner (Ljubicic et al.
2010), vil det ogsa veere interessant & male den akutte treningsresponsen av

transkripsjonsfaktorer og andre proteiner som regulerer COX4.

40



KONKLUSJON

5 Konklusjon
Hypotese 1: Et daglig inntak av 1000 mg C-vitamin og 235 mg E-vitamin, over en 12

ukers periode med utholdenhetstrening, vil dempe den treningsinduserte gkningen i
proteinniva av COX4 og HSP60.

Det stemte at C- og E-vitaminer blokkerte den treningsinduserte gkningen av COX4-niva, og
dermed kan hypotesen beholdes for COX4. Det er derimot mer usikkert nar det gjelder
HSP60-niva. Resultatene fra tidligere malinger av cytosolfraksjoner, avslgrte at C- og E-
vitaminene hemmet den treningsinduserte gkningen i HSP60-niva. Men da
membranfraksjonen av cellen ble analysert, var det derimot ingen forskjeller i HSP60-niva

mellom gruppene som fikk antioksidanttilskudd og gruppen som fikk placeboprodukter.

Hypotese 2: Et daglig inntak av 4 mg astaxanthin, over en 12 ukers periode med
utholdenhetstrening, vil dempe den treningsinduserte gkningen i proteinniva av COX4
0og HSP60.

Det er ikke mulig & konkludere om virkningen av astaxanthin regulerte treningsinduserte

endringer i niva av COX4, da endringene ikke var signifikante. Endringer i niva av HSP60 sa
ikke ut til & bli pavirket av astaxanthin, da alle gruppene viste samme tendens. Hypotesen kan
ikke beholdes, og det er ngdvendig med mer forskning pa omrade, samt flere forsgkspersoner,

for & kunne si noe om astaxanthins pavirkning pa niva av muskelproteiner.

Basert pa resultatene fra var studie og fra tidligere funn, er det forelgpig ikke noe som taler
for a ta tilskudd av antioksidanter for & fremme muskulare tilpasninger til

utholdenhetstrening.
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Vedlegg 1: Dosering av antioksidant- og placebotilskudd

Innhold i, og dosering av de ulike produktene som ble gitt til forsgkspersonene. 1 1U av

vitamin E, er det samme som 0,67 mg.

C- og E-vitaminer Astaxanthin Smartfish Placebo

Kapsler: Kapsler: Juice (med 22 g Tre kapsler.
Vitamin C: 250 mg 4 mg astaxanthin karbohydrater) Drikke & 30 g med
Vitamin E: 88 1U Totalt volum: 250 ml | sukrose og

(530 kJ)

700 mg Omega 3
(260 mg DHA og
260 mg EPA)

7 g myseprotein
isolert

1000 mg B-alanin
1,3 pg vitamin D3

fargetilsetning.

2 tabletter to ganger
om dagen, far og

etter trening, eller

1 tablett hver morgen | 2 enheter hver dag:
far og etter trening,

eller morgen og

Samme dosering som

i de andre gruppene.

morgen og kveld. kveld.
Daglig inntak: Daglig inntak: Daglig inntak:
1000 mg C-vitamin, 4 mg 1400 mg omega 3

235 mg E-vitamin.

2000 mg beta-alanin
2,6 ug vitamin D3
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Vedlegg 2: Borgs skala

Borgs skala

- Subjektiv falelse av anstrengelse

Niva Folt anstrengelse

14 Hardt

15

16 Meget hardt
17

Kilde: (Borg 1998). Laget av Geir Holden, Norges idrettshagskole.
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Vedlegg 3: Bergstrams nalteknikk

Vevstaking
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Vedlegg 4: Protokoll for Western blot

Elektroforese og western blot

Forberedelse far elektroforese

Totalprotein

Fra tidligere malinger, malt samme
dag eller dagen far

Prgvene kan sta pa is i
kjaleskap over natt

Sample Preparation
Mal

Proteinkonsentrasjonen fares inn og
volum beregnes.

Prave for og etter treningsperiode ma
ha samme mengde (pg) protein.

Hvis proteinmengden er liten,
ma det et stgrre volum til.

Pipetteringsskjema

Prgver som skal sammenlignes,
appliseres pa samme gel

Markarer pa hver gel. Ferdig
til bruk.

Merke ragr

Lage ferdig buffere

NuPAGE MES SDS Running buffer
20 x, 2 liter

100 ml MES SDS Running buffer
1900 ml ELGA-vann
500 ul antioksidant (antioksidant
tilsettes rett for bruk).

Sett i kjoleskap

TBS, 1 liter

100 ml TBS
900 ml vann

Sett i kjgleskap

TBS-T, 1 liter

100 ml TBS
899 ml ELGA-vann
1 ml Tween 20

Rer med magnetrarer til Tween er lgst
opp og sett i kjgleskap
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ELGA vann, 2 liter

Sett pa varmeblokk | 70 °C, sjekk temp.

Tin prgvene pa is

Pragvefortynning

Fortynn Tilsett prgve, vann, sample buffer og reducing
prgvene agent i henhold til Sample Preparation malen
- Mikses og spinnes fgr oppvarming
Inkuber 10 min ved 70 °C pa varmeblokk Husk a sla av
prgvene varmeblokka etter bruk!

Spinn ned Sentrifugeres kort

prgvene

Mens prover varmebehandles

Finn fram

2 geler

MES SDA Running buffer

Antioksidant (500 ul antioksidant)

Bench Mark Ladder (1 aliquot a 5 pl per gel)

Magic marker: 5 pul

Pipetter
Printe + utfylle skjema med gel oversikt

- Alltid markar i 1. brgnn, midtskiktet er
alltid mest stabil.

- Sgrg for at pravene far og etter
treningsperioden kan skilles

Monter gelene

Klipp opp plasten og terk av

gelene

Ta av tapen Pass pa at kammen skyves
. . jevnt oppover slik at

Fjern kammen ved a skyve | hrgnnene ikke gdelegges.

den oppover.

Skyll brgnnene med MES
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SDS Running buffer

Sett gelene i holderen med
teksten ut, brgnnene mot
innerkammeret

Merk brgnnene

Las gelene

Dytt gelene godt ned og lukk
igjen klemmen

Fyll MES SDS Running
buffer i kammeret

Tilsett 500 ul antioksidant i
200 ml Running buffer og
fyll det indre kammer.

- Blandes i sylinder +
parafilm

- Fylles over kanten av
brgnnen

Pass pa at det ikke lekker
buffer ut i det ytre kammeret

Skyll brgnnen i running
bufferen

Trekk opp og ned over hver
brgnn med en pipette

Appliser pravene

Appliser:

- praver

- Gene-on marker
- (Magic Marker)

- Positiv kontroll

Unnga bobler.

Fyll Running buffer

Tilsett 2/3 av det ytre
kammeret med Running
buffer uten antioksidant.

Start elektroforesen

Sett pa lokket
Monter ledningene,
Sla pa og still inn volt.

Start og ta tida: 200 V og 35
min eller til den bla
fargemarkeoren “nesten”
forsvinner ut av gel.

Pass pa at elektrodene sitter i
sporene slik de skal.

Sjekk at strommen “lager”
bobler i indre buffer-kammer.

Noter amperverdi ved start og
slutt.

Terrblot (iBLOT):
Utstyr

- Anode stack
- Gel
- Filterpaper
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- Blo
- Cat
- Dis

Kjar iBlot

1.
2.

~w

10.
11.
12.

13.
14.
15.

tting roller
hode stack
posable sponge

Open the lid of the device

Remove sealing and place the anode stack, bottom with the tray on the blotting
surface, aligned to gel barrier on the right.

If possible, mark the membrane (with a pen).

Place pre-run gel on the transfer membrane of the anode stack

Place the pre-soaked iBlot filter paper (soaked in deionized water) on the pre-run
gel and remove air bubbles using the Blotting Roller

Remove the sealing of the cathode stack top. Discard the red plastic tray.

Place the cathode stack top, over the pre-soaked filter paper with the electrode side
facing up and aligned to the right edge. Remove air bubbles using the blotting
roller.

Place the disposable sponge with the metal contact on the upper right corner of the
lid.

Close the lid and secure the latch. The red light is on indicating a closed circuit.
Ensure correct program and time are selected

Press the start/stop button. The red light changes to green

Current automatically shuts off at the end of each run. The end of transfer is
indicated by beeping sounds, and flashing red light and digital display. Press and
release the Start/stop button. The red lights turn to a steady red.

Klargjer 50 ml 5 % skummet melk til blokkering.

Gelen legges i “Coomassie Brilliant Blue” til videre analyse

Membranen klippes i gverste venstre hjgrne, nar proteinene vender oppover (Nar
proteinene vender nedover klippes i gverste hgyre hjgrne). Markeres! (Evt. flere
seder hvis den skal klippes).

Blokkering
Blokkering Membranene legges i 100 Husk lokk eller parafilm.
ml 5 % skummet melk )
-2 timeri RT - 5g pulver i 100 ml
TBS-T
Vasking
Etter blokkering Skyll 2 x TBS-T

2x2mini TBS-T pa
gyrorocker (65) i RT
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Klipp av rester hvor det
ikke er markar eller praver,
legg i TBS. Klipp
membranene i to ved 45
kDa, slik at COX4 og
HSP60 kan inkuberes hver
for seg.

Tillaging av 5 ml monoklonal Ab-lgsning

1 % skummet melk

0,05 g skummet melk pulver +
5ml TBS-T

+ 1 % skummetmelk til neste
inkubering

Lag 500 ml 1 %
skummetmelk

- 5gpulver
- 500 ml TBS-T

Tin Ab, bland og spinn ned

lab-lgsning

2 rar
1: 1000 (COX4)

- 10ulAb+10ml1%
skummet melk til hver
membran.

1:4000 (HSP60)

- 25ulAb+10ml1%
skummet melk til hver
membran.

Ta opp membranen med en
pinsett og rull den med
proteinsiden inn i rgret

Legg membranene i rgr med
1 % skummet melk og Ab

Inkuber over natt ved 4 °C pa
roller mixer (Laveste hastighet)

Vasking av membraner

Etter inkubering med
monoklonalt Ab

Ta opp membranene med en
pinsett, rull dem ut og legg
dem i boksen igjen

Skyll 2 x TBS-T
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15 min i TBS-T pa
gyrorocker (65) i RT

3x5miniTBS pa
gyrorocker (65) i RT

Tillaging av 100 ml polyklonalt Ab-lgsning

1 % skummet melk

2 glass
1:30 000

- 6,7 ul Ab + 200 ml
1 % skummet melk

- 100 ml til hver
membran

- Inkuberes i
plastbokser

Goat anti-Mouse 1gG

Sjekk alltid lot nr. og
proteinkonsentrasjon

Inkuber i 1 time i RT pa
ristemaskin pa lav hastighet

Vasking

Etter inkubering med
polyklonalt Ab

Ta opp membranene med en
pinsett, rull dem ut og legg
dem i boksen igjen

Skyll 2 x TBS-T

15 min i TBS-T pa
gyrorocker (65) i RT

3x5miniTBS pa
gyrorocker (65) i RT

Substratlgsning

Lages under vaskingen

750 pl A+ 750 ul B i grant
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eppendorfrar

Vortex

Legg i markt skap til bruk.

Lasningene er lysgmfintlige

Under vasking

Finn fram Glassplate/Plastikk lokk fra 96-brgnde
Glasspipette
1000 pl pipette

Fremkalling

Glassplate/plastlokk 96-
brgnner.

Legg pa substrat i
lokket/glassplaten med
pipette og overfar
membranen med
proteinsiden ned

-Jobb raskt s& membranen
ikke tarker

- Stryk med en glasspipette
slik at det blir et jevnt lag
over hele membranen. Hell
av overskytende veaeske

Inkuber i 3 min under lokk

Eksponering

Kodak

Apne Kodak 1D

File — New IS2000R
capture

Luminescense

Sett tid og binning

1 min og deretter 20 min.
for COX4 og 10 minutter
for HSP60

X binning: 4 pixels
y binning: none
Final accumulation.

For seriebilder: trykk etter
antall minutter mellom
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hvert intervall — all images

Trykk preview

Legg membranene med
proteinsiden ned

Begge far plass i et bilde
nar ligger under hverandre

Rull over med en
glasspipette

Fjern bobler

Trykk done

Sjekk tid og binning

Lukk logg
Trykk expose

Lagre

Ta ut membranene sa raskt
som muligog leggi TBSi
kjgleskap.
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Vedlegg 5: Beregningsark for volum av prgver og buffere

Totalt volum 60 ul
(faktor) 1,2
“Loading” volum 50 ul _ ) _
] NB! Tall i rgdt skal ikke justeres.
Protein pr brgnn (ug) 22 ug
Sluttkonsentrasjon 0,44 pglul
Sample buffer konsentrasjon 4 X
Reducing agent 10 X

NuPage Gel System

Sample Loading Slutt
Prgve Original kons Prgve ul H20 Reduc. agent buffer vol. kons. Total vol.
1 #DIV/O!  #DIV/O! 6 15,0 50 0,44 #DIV/O!
2 #DIV/O!  #DIV/O! 6 15,0 50 0,44 #DIV/O!
3 #DIV/O!  #DIV/O! 6 15,0 50 0,44 #DIV/O!
4 #DIV/O!  #DIV/0! 6 15,0 50 0,44 #DIV/O!
5 #DIV/O!  #DIV/O! 6 15,0 50 0,44 #DIV/O!
6 #DIV/0!  #DIV/O! 6 15,0 50 0,44 #DIV/0!
7 #DIV/O!  #DIV/O! 6 15,0 50 0,44 #DIV/O!
8 #DIV/O!  #DIV/O! 6 15,0 50 0,44 #DIV/O!
9 #DIV/0!  #DIV/O! 6 15,0 50 0,44 #DIV/0!
10 #DIV/O!  #DIV/0! 6 15,0 50 0,44 #DIV/O!
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Vedlegg 6: Tabell over prosentvise endringer i VOzmaks, COX4 0g HSP60

Tabell over prosentvise endringer i VOzmaks, COX4 0g HSP60 innenfor hver gruppe, med
tilhgrende p-verdier basert pa parete t-tester. En stjerne indikerer signifikant forskijellig fra
placebogruppen basert pa uparet t-test. Fet skrift indikerer signifikante verdier. Kursiv

indikerer en tendens.

C+E p-verdi | Placebo p-verdi | Smartfish p-verdi Astaxanthin  p-verdi | total p-verdi
VOomas 7,6%  <0,0001 | 64% 0,003 72 % 0,03 5,8 % 0,04 6,8 % <0,0001
COX4 -19%* 0,02 610% 0,01 66,0 % 0,24 34,0 % 0,67 36 % 0,24
HSP60 6,0 % 0,26 -3,0 % 0,46 14,0 % 0,11 7,0 % 0,14 6 % 0,07
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