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Sammanfattning 

Syfte och frågeställningar 

Syftet med denna studie var att undersöka om förekomsten av och förhållandet mellan 

proteiner i mitokondrien, som är kopplade till oxidativ stress, skiljer sig åt mellan långsamma 

och snabba muskelfibrer. Frågeställningar: 1) Skiljer sig förekomsten av proteinerna 

Uncoupling protein 3 (UCP3), Adenine Nucleotide translocator (ANT) isoform 1 & 2, samt 

Superoxide dismutase (SOD2) åt i mitokondrier i snabba och långsamma muskelfibrer när 

man normaliserar för mitokondriemängd? 2) Finns det någon skillnad i uttryck av 

ovanstående proteiner samt Catalase mellan snabba och långsamma fibrer när man 

normaliserar för totalprotein (TP).  

Metod 

Enskilda muskelfibrer dissekerades ut från 8 frystorkade biopsier hos 4 män tagna i Vastus 

Lateralis och analyserades med immunoblotting. Fibrerna klassificerades som typ-1 (MHC-I) 

eller typ-2 (MHC-II) vartefter deras innehåll av mitokondriella proteiner analyserades. Citrate 

Synthase användes som markör till att normalisera för mitokondriedensitet medan Reactive 

Brown användes för att normalisera för mängden laddat totalprotein. 

Resultat 

ANT-2 visade tendens att ha 59 % högre förekomst i typ-2 fibrers mitokondrier (P=0,052). I 

övrigt sågs inga statistiska skillnader efter normalisering för mitokondriell densitet. Efter 

normalisering för endast totalprotein visade ANT-1 (P=0,01), SOD2 (P=0,002), CS (P=0,01) 

och ANT-2 (P=0,003) statistisk signifikans till att vara mer före kommande i typ-1 fibrer med 

10, 25, 8 och 58 %. UCP3 visade tendens till signifikans (P=0,052) att vara 27 % mer uttryckt 

i typ-1 fibrer medan Catalase inte visade någon skillnad i uttryck mellan de olika fibertyperna. 

Slutsats 

Det verkar inte finnas generella inneboende skillnader i proteinmängd mellan mitokondrier i 

typ-1 och typ-2 fibrer utifrån dessa resultat. Men de mitokondriella proteinerna fanns mer 

uttryckt i typ-1 fibrer vilket indikerar på att fler mitokondrier finns i typ-1 fibrerna. Det bör 

dock inte uteslutas att det existerar skillnader på mitokondrienivå eftersom inga resultat nådde 

signifikant nivå. Studiens största fynd var att UCP3 visade tendens till att vara högre uttryckt i 

typ-1 fibrer, vilket säger emot existerande litteratur på human skelettmuskulatur. 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Abstract 

Aim 

The puropse of this study was to investigate whether the expression of and the relation 

between mitochondrial proteins, that are associated with oxidative stress, differs among slow 

twitch and fast twitch muscle fibers. Research questions: 1) Does the prevalence of the 

proteins Uncoupling protein 3 (UCP3), Adenine Nucleotide Translocator (ANT isoform-1 & 

2) and Superoxide Dismutase (SOD2) differ in fast and slow twitch muscle fibers when 

normalized for mitochondrial density? 2) Is there any difference in above mentioned proteins 

plus Catalase in expression between fast and slow twitch fibers when normalized for total 

protein content? 

Method 

Single muscle fibers were dissected from 8 freeze dried biopsies in 4 men, taken in the Vastus 

Lateralis, and analyzed with immunoblotting. Fibers were classified as type-1 (MHC-I) or 

type-2 (MHC-II) and then further analyzed for their protein content. Citrate Synthase was 

used as a marker to normalize for mitochondrial density while Reactive Brown was used to 

normalize for total protein content loaded. 

Results 

ANT-2 showed a tendency to be 59 % more abundant in the mitochondria of type-2 fibers 

(P=0,052). No other statistical differences after normalization for mitochondrial density were 

found. When normalizing for total protein, ANT-1 (P=0,01), SOD2 (P=0,002), CS (P=0,01) 

and ANT-2 (P=0,003) showed statistical significance to be more abundant in typ-1 fibers with 

10, 25, 8 and 58% respectively. UCP3 showed a tendency to statistical significance (P=0,052) 

to be 27 % more abundant in type-1 fibers while Catalase did not show any difference in 

expression between the fiber types. 

Conclusions 

There seems to be no general differences between mitochondria in type-1 and type-2 fibers 

based on these results. However, the mitochondrial proteins are more expressed in type-1 

fibers, which indicates that more mitochondria exist in the type-1 fibers. Nevertheless, it 

should not be ruled out that differences on mitochondrial level actually do exist given that no 

results reached statistical significance. The biggest discovery in this study was that UCP3 

showed tendency to be more expressed in type-1 fibers, which contradicts existing literature 

on human skeletal muscle. 
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1 Introduktion 

Oxidativ stress kan definieras som en obalans i cellen mellan reaktiva oxidanter (ROS) 

och den tillgängliga antioxidativa kapaciteten (Ray, Huang & Tsuji, 2012). Oxidativ stress 

kan framkallas med en rad livsstilsfaktorer såsom rökning, kontakt med joniserande 

strålning och hård träning. Den är även associerad till bland annat ateroskleros, cancer och 

åldrandeprocessen (Ray et al. 2012; Knez, Coombes & Jenkins. 2006). Det finns 

åtminstone tre biokemiska signalvägar genom vilka ROS kan produceras i kroppen vid 

träning, och det är mitokondriens elektrontransportkedja (ETS) som är den främsta källan 

(Ji et al. 1998). Mitokondrien brukar kallas för ”cellens kraftverk” eftersom det är där den 

största delen ATP bildas och sedan hydrolyseras för att skapa energi. Träning i allmänhet 

och intensiv uthållighetsträning i synnerhet leder till ökade mängder av ROS genom 

cellens ökade syrekonsumtion, och det är under dessa processer som ROS skapas. Vid 

mitokondrierespiration läcker en relativt liten mängd elektroner ut från ETS, främst via 

komplex I och III, och skapar ROS när syremolekylen (O2) inte blir fullständigt 

reducerad. Det finns flera olika typer av ROS, varav superoxid (O2-), väteperoxid (H2O2) 

och hydroxylradikaler (OH*) räknas som de mest toxiska. Cirka 85–90% av cellens 

syrekonsumtion härrör från oxidativ fosforylering (OXPHOS) (Murphy. 2009) och cellens 

energibehov kan öka mångfaldigt under träning (Bishop, Granata & Eynon. 2014). Det 

uppskattas att cirka 0,15 % av syret som förbrukas av mitokondrien skapar ROS (St-Pierre 

et al. 2002).  

Denna ökade mängd ROS från ETS under intensiv träning kan bidra till att intensifiera 

den oxidativa stressen (Urso & Clarkson. 2003). För att neutralisera den skadliga effekten 

som för höga mängder ROS kan ha på cellen finns ett endogent, antioxidativt 

skyddssystem där bland annat enzymerna Catalase (CAT), Glutathione peroxidase och 

Superoxide dismutase (SOD) ingår. SOD och CAT spelar viktiga roller i skyddet av 

mitokondrien eftersom de bryter ned O2- respektive H2O2 till mindre reaktiva ämnen 

(Urso & Clarkson. 2003). 

Utöver detta tillkommer exogena skydd, i form av antioxidanter, som intas via kosten, 

exempelvis Vitamin; A, C, E och ubiquinone (Q10) (Urso & Clarkson. 2003). 

Antioxidanterna innehar en extra elektron som doneras till en oparad fri radikal vilket gör 

att reduktion-oxidation- (REDOX) kaskaden bland cellerna stannar av. Detta är ett 

fundamentalt skydd för cellerna eftersom ROS annars kan göra stor skada genom att 

oxidera cellens membranlipider via lipidperoxidation, samt mutera mitokondriens DNA 
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(mtDNA) som är speciellt känslig för ROS. Om denna REDOX-kaskad inte upphör kan 

cellens egna skyddsprogram aktiveras, till exempel genom att Cytokrom C, som är beläget 

mellan mitokondriens ytter- och innermembran, frigörs från mitokondrien. Cytocrom C 

kan vidareaktivera kaspaser och en process som senare i kedjan inducerar celldöd 

(apoptos) för att skydda övrig vävnad och mtDNA (Phaneuf & Leeuwenburgh. 2001). 

Apoptos borde ur en idrottslig prestationssynpunkt vara negativt eftersom det, teoretiskt 

sett, innebär en tillbakagång i prestationsförmågan eftersom muskelcellerna dör i förtid. 

Emellertid har detta ifrågasatts av de (Phaneuf & Leeuwenburgh. 2001) som menar att 

apoptos skulle kunna fungera som en naturlig konsekvens av intensiv träning. 

ROS ansågs länge som någonting negativt i träningssammanhang. I en första studie från 

Gymnastik- och Idrottshögskolan prövades dock detta (Malm et al. 1997). Antioxidanten 

Q10 gavs som supplement till en interventionsgrupp under en 22-dagars period med 

högintensiv träning. Efter experimentet fann man att kontrollgruppen hade fått en 

signifikant ökad träningseffekt jämfört med interventionsgruppen (P<0,001). Intaget av 

antioxidanter hämmade med andra ord effekten av konditionsträningen. Denna upptäckt 

har följts upp i andra experiment (Ristow et al. 2009) och visat att intag av antioxidanter 

via kosttillskott försämrar effekten av konditionsträning genom att inhibera ROS-

signaleringen som leder till träningsanpassningar. Paulsen et al. (2014) stärkte denna 

hypotes ytterligare med en dubbelblindad randomiserad, kontrollerad studie. 

Oxidativ stress kan alltså kallas för ”ett nödvändigt ont” i kroppen. ROS är även en viktig 

komponent i immunförsvaret där dessa hjälper makrofager att döda patogena bakterier 

(Yang et al. 2013). ROS är också, som beskrivet i stycket ovan, en nyckelspelare för att 

kunna få optimala anpassningar inom konditionsidrott. De rubbningar av homeostasen 

som sker, efter exempelvis högintensiv träning, är nödvändiga för att starta en process 

som först avslutas när vävnaden är ytterligare anpassad till det aktuella stimulit, kallat 

superkompensation. ROS fungerar i den processen som fundamentala signalmolekyler 

som behövs till att signalera för återuppbyggnad genom att aktivera REDOX-känsliga 

signalvägar och transkriptionsfaktorer. Det är i sin tur dessa som tros kunna förbättra 

träningsanpassningen (Jackson, 1999). H2O2 är en stark signalmolekyl för sådan 

träningsanpassning (Ramos-Filho, Chicaybam & de-Souza-Ferreira. 2015). Uppfattningen 

om hur mycket oxidativ stress som behövs för maximal träningsadaptation utan att 

medföra negativa konsekvenser är ännu inte etablerad (Larsen et al. 2016). Det verkar 

dock som att extremt vältränade individer har ett signifikant förhöjt antioxidativt försvar 
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jämfört med otränade individer (Knez, Jenkins & Coombes. 2007). I en studie på råttor 

har man också funnit att vältränade råttor med hög löpkapacitet, verkar vara mer skyddade 

från oxidativ stress än de med låg löpkapacitet. Detta har lett till slutsatsen att det 

förmodligen är på grund av anpassningar i det endogena antioxidativa försvaret samt lägre 

produktion av ROS från ETS som gör att vältränade individer inte uppvisar samma 

oxidativa stress som otränade (Tweedie et al. 2011).  

2 Bakgrund 

2.1 Elektron- och protonläckage kopplat till träning och muskelfibertyper 

Muskelfibrer kategoriseras generellt in som långsamma (typ-1) eller snabba (typ-2A/typ-

2X). Rent generellt brukar sägas att antalet mitokondrier i muskelfibrerna existerar i 

följande ordning typ-1>typ-2A>typ-2X. Typ-1 fibrerna har således högre kapacitet att 

producera ATP aerobt (syreberoende) under en längre tid jämfört med typ-2 fibrerna och 

är därför uthålligare än typ-2 fibrerna (Kenttä & Svensson. 2008, s. 45). Slutstegen för 

nedbrytandet av fett och kolhydrater som förbränns vid aerobt arbete är mitokondriens 

ETS. I ETS skickar elektronbärare i form av nikotinamidadenindinukleotid (NADH) och 

flavinadenindinukleotid (FADH2) vidare elektroner genom kedjan som avlämnar energi 

till att pumpa vätejoner (protoner) igenom membranet. Detta är en syreberoende process 

eftersom det sista steget i ETS är att elektronerna överförs till elektronacceptorn O2 som 

reduceras till H2O (Alberts et al. 2002). 

Elektroner som färdas genom ETS möjliggör således att protoner kan diffundera ut via 

komplex I, III och IV i ETS till mitokondriens intermembranutrymme. Det i sin tur skapar 

en koncentrationsgradient (PMF) med ett underskott på protoner i mitokondriens matrix 

och ett överskott i intermembranutrymmet. Denna koncentrationsgradient tillåter sedan 

protonerna att återvända in i matrix genom enzymkomplexet ATP-synthase vilket i sin tur 

ger fri energi åt OXPHOS och bildandet av ATP från ADP och fritt fosfat (Pi), kallat den 

kemiosmotiska teorin (Jastroch et al. 2010). I sällsynta fall smiter dock elektroner ut från 

de olika komplexen i ETS på innermembranet. Som tidigare nämnt kan de då reagera med 

O2, som ännu inte reducerats till H2O, och följaktligen skapa O2- i en process som kallas 

för elektronläckage (Brand. 2010). För att OXPHOS ska kunna äga rum behövs dock ett 

energiflöde från ETS eftersom elektroner inte fortsätter färdas genom ETS om inte ATP 

bildas. ATP-produktion kräver alltså en koncentrationsgradient. Kopplat till detta 

elektronläckage förekommer en annan process som kallas protonläckage.  
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Vid intensiva aktiviteter där nivåerna av syrekonsumtion, elektronläckage och ROS-

produktion är höga finns det enzymer (ANT & UCP) som fungerar som frikopplare av 

OXPHOS. Dessa enzymer för tillbaka protoner in i matrix utan att de passerar ATP-

Synthase och förstör följaktligen koncentrationsgradienten vid membranet och minskar 

PMF. Som en konsekvens av detta minskar ATP-produktionen och därigenom även 

elektronläckaget och tillika ROS-produktionen (Papa & Skulachev. 1997). Det finns två 

typer av protonläckage; basal och inducerbar. Den basala är liten och mekanismerna 

bakom är ännu inte helt utredda, men en enzymatisk grupp på mitokondriens 

innermembran vid namn Adenine Nucleotide Translocase (ANT) har visat sig stå för upp 

till 2/3 av den basala protonläckan (Brand et al. 2005). Det inducerbara protonläckaget 

ökar med syreupptaget och PMF och tros ske genom både ANT och Uncoupler Protein 

(UCP)-familjerna. Echtay et al. (2003) fann att den skelettmuskelspecifika UCP3 

aktiverades av höga nivåer av en biprodukt från lipidperoxidationen, kallad 4-

hydroxynonenal, och som en skyddskonsekvens aktivera frikoppling genom 

protonläckage. Dessa enzymer kan även aktiveras av fettsyror och hög ROS-produktion 

(Brand et al. 2004). Genom detta protonläckage minskar således ROS-produktionen i 

slutändan via processen som kallas för mild frikoppling. 

Högintensiv intervallträning (HIIT) är en populär, intermittent träningsform där 

högintensiva intervaller som utförs på ∼90 % av hjärtats maxpuls (HRmax) (Robinson et 

al. 2015), eller >90 % av den maximala syreupptagningen (VO2max) (Boutcher. 2011), 

och sedan varvas med längre vila. Även om det inte finns en universell definition och 

protokollen av HIIT varierar, är ett vanligt förekommande protokoll 4–6 stycken 30 

sekunders sprinter med 4 minuters vila emellan, motsvarande Wingate-sprinter (Gibala & 

McGee. 2008). Träningsformen har blivit utbredd på senare tid eftersom den har en lägre 

träningsvolym och är således tidsbesparande. Ett pass kan totalt vara i ungefär 15 minuter 

med en ungefärlig energiåtgång på 600 kiloJoule (Gibala & McGee. 2008). HIIT kan även 

användas som träningsintervention vid diverse sjukdomstillstånd som typ-2 diabetes, 

fetma och hjärtproblematik och samtidigt ger liknande effekter som traditionell 

kontinuerlig konditionsträning vid längre träningspass (Ramos-Filho, et al. 2015). 

Beroende på val av aktivitet kan den genomföras både med under- och överkropp, på 

cykel/cykelergometer, löpning eller den aktivitet som passar ändamålet.  

Denna träningsform har dock visat sig ge muskelfibertypsspecifika svar både hos råttor 

och bland människor. Skelettmuskelgrupper hos människa består av både typ-1 och typ-2 
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fibrer i varierande grad proportion. Mängden typ-1 respektive typ-2 fibrer i musklerna 

varierar beroende på ett antal faktorer inkluderande; muskelgrupp, aktivitetsnivå, kön, 

genetik och ålder. (Gouzi et al, 2013; Murphy. 2011). En del muskler har en snabb 

fenotyp, det vill säga en högre mängd typ-2 fibrer jämfört med typ-1. Exempel på dessa 

muskler är Triceps brachii (TB) (Dahmane, Djordjevič & Smerdu. 2006) och Rectus 

Femoris (Garrett, Califf & Basset. 1984). Andra muskler har en mixad eller långsammare 

fenotyp, bland annat Vastus Lateralis (VL) (Gouzi et al. 2013; Saltin et al. 1977) och 

Soleus (SOL) (Dahmane, Djordjevič & Smerdu. 2006). Det bör understrykas att 

fibertypssammansättningen hos människa och råtta skiljer sig åt. Exempelvis har Tibialis 

Anterior (TA) och Gastrocnemius (GAST) en långsam fenotyp i human skelettmuskulatur 

(Dahmane, Djordjevič & Smerdu. 2006) medan TA är snabb och GAST är blandad 

snabb/långsam hos råtta (Ramos-Filho, et al. 2015). 

I en studie utförd på råttor (Ramos-Filho, et al. 2015) undersöktes HIIT-träningens 

produktion av H2O2 genom elektronläckage i muskler med olika fibertypsuppsättningar 

hos råttor: TA (snabb fenotyp), GAST (snabb/långsam) och SOL (långsam). Det man fann 

var att H2O2-produktionen efter HIIT hade ökat signifikant jämfört med kontrollgrupp; 

3.3 gånger i TA och 1.8 gånger i GAST. Ingen förändring kunde ses i SOL. Trots att 

författarna delvis förklarade resultaten med att SOL var lägre aktiverad under HIIT-

protokollet (simning) jämfört med TA och GAST menade de att resultaten var 

anmärkningsvärda. En annan in vitro-studie i djurmodell har funnit liknande resultat vid 

mitokondrierespiration (Anderson & Neufer. 2006). Man upptäckte att det basala 

elektronläckaget/ ROS-läckaget (H2O2-produktion/O2-konsumtion) i vita, glykolytiska 

typ-2B-fibrer (GAST) var 2–3 gånger högre än i röda, glykolytiska typ-2A fibrer från 

GAST samt typ-1-fibrer från SOL. Produktionen av O2- var även betydligt högre i typ-2A 

och 2B vid jämförelse med typ-1 trots att skillnaden i mitokondriemängd mellan 1 och 2B 

uppskattas till cirka 50%. Typ-2B fibrer existerar endast i råtta, den närmsta 

motsvarigheten i människa är 2X även om den tidigare felaktigt kallades 2B. Efter 

normalisering för mitokondriell densitet visade sig även hastigheten på H2O2-

nedbrytningen vara signifikant högre i typ-1 fibrer vilket indikerar att det finns fler 

enzymer som bryter ned ROS i typ-1 fibrernas mitokondrier. Även om muskler hos råtta, 

till skillnad från människa, uppvisar större dominans av endast en muskelfibertyp 

(Armstrong och Phelps. 1984) så har liknande fynd gjorts på humanmuskulatur efter 

HIIT-träning. I denna studie av Larsen et al. 2016) genomfördes sju HIIT-träningspass 
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under 15 dagar i vilken både arm och bencykling genomfördes varje pass. I studien låg 

träningsvolymen på 5-7 sprinter per muskelgrupp. Sprinterna var 30 sekunder långa med 4 

minuters vila. Deltagarna var friska men otränade eller sparsamt aktiva. Höga 

träningsinducerade nivåer av H2O2 mynnade ut i olika muskelgruppsspecifika svar i 

Vastus Lateralis (VL) (långsam-snabb) och Triceps Brachii (TB) (snabb). Ackumulering 

av H2O2 i VL inhiberade nyckelenzymet aconitase i citronsyracykeln (TCA) till 55–72 % 

och således även efterföljande respiration med 50–65%. Ökad mitokondriell biogenes och 

proteiner (15–72%) kompenserade för minskad respiration och gjorde så att cellen fortsatt 

kunde möta sitt energibehov. Ingen mitokondriell biogenes ägde rum i TB och detta gav 

upphov till minskad förmåga att producera ATP från oxidativa processer. I TB sågs 

samtidigt en 6-faldig ökning av CAT för att skydda mitokondrien från ytterligare 

oxidering vilket indikerar att denna muskelgrupp varit utsatt för hög oxidativ stress. 

Förklaringen bakom den skilda responsen mellan muskelgrupperna är inte känd men 

fibertypsspecifika metabola mekanismer som ligger bakom de olika antioxidativa svaren 

mellan muskelgrupperna har föreslagits (Larsen et al. 2016). 

 

2.2 Mitokondriella proteiner 

Mitokondriella proteiner i snabba och långsamma muskelfibrer hos råtta har tidigare 

analyserats med proteomik (Murgia et al. 2015). Efter att resultaten normaliserats för 

mitokondriell densitet kunde man finna statistiskt signifikanta (P= <0,05) skillnader i 

mängd proteiner mellan fibertyperna. Enzymer i beta-oxidationen i var exempelvis mest 

förekommande i typ-1 fibrernas mitokondrier medan pyruvat dehydrogenase (PDH), ett 

enzym hemmahörande i citronsyracykeln hade högst förekomst i typ-2X mitokondrier. 

Man upptäckte även överraskande nog 10 gånger högre mängd mitokondriell 

Glycerolfosfat-dehydrogenase (mGPDH) i typ-2B fibrer, trots att dessa fibrer har det 

lägsta antalet mitokondrier i råtta. MGPDH är proteinet i elektrontransportkedjans 

komplex III som läcker tredje flest elektroner (Ramos-Filho, et al. 2015) och skulle 

således kunna indikera på höga, basala nivåer av ROS i snabba muskelfibrer. Huruvida 

dessa resultat är relevanta för human skelettmuskulatur är oklart, detta eftersom 2B är en 

fibertyp som inte existerar i människans skelettmuskler (Pette & Staron. 2000).  

UCP3 är ett enzym i mitokondriens innermembran vars funktion inte är helt klarlagd trots 

stort antal publicerade studier om dess funktion (Bézaire, Seifert & Harper. 2007). Den är 
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60% homolog med UCP1 som är väl uttryckt i brun fettväv, där den har en termogen 

uppgift att skapa värme (Cannon & Nedergaard. 2004). Mycket tyder på att UCP3 spelar 

en roll i frikopplandet av OXPHOS, så kallad mild frikoppling, för att skydda 

mitokondrien från oxidering inducerad av höga ROS-nivåer. En annan enzymatisk grupp 

på innermembranet som fungerar som frikopplare är ANT-1 & 2. Dessa enzymer 

tillsammans tros vara ansvariga för den största delen av det inducerbara protonläckaget 

som sker vid ökad syrekonsumtion (Brand, Pakay & Ocloo. 2005) 

Fibertypsspecifika studier på mitokondriella proteiner i human skelettmuskulatur har dock 

inte till studieförfattarens vetskap genomförts. Det har tidigare föreslagits studier på 

mitokondriella träningsadaptioner i olika fibertyper (Bishop, Granata & Eynon. 2013). 

Ytterligare vetskap om de olika muskelfibrernas mekanistiska egenskaper och därtill dess 

träningsbarhet skulle kunna vara viktig information för idrottare som vill maximera 

effekten av olika högintensiva träningsmetoder och således kunna närma sig en fenotyp 

som är gynnsam för den specifika idrotten. Denna studie tog avstamp från Ramos-Filho, et 

al. (2015), Larsen, et al. (2015) samt Murgia, et al. (2015) och Anderson & Neufer. 2006 

med ett försök att utreda bakomliggande skillnader på mitokondrienivå mellan snabba och 

långsamma muskelfibrer. Följande proteiner studerades: 

Citrate synthase (CS) är ett protein i mitokondriens matrix och en viktig, central spelare i 

TCA vars roll i denna är att kondensera oxaloacetat samt acetyl-coA till citrat. Citrat i sin 

tur är en stark antioxidant. CS används även som markör för mitokondriedensitet 

(Wiegand & Remington. 1986) och kommer i denna studie användas till detta syfte. 

SOD2 är en endogen antioxidant i mitokondriens matrix som bryter ned O2-* till det 

mindre giftiga ämnet H2O2. SOD2 är en av de tre mest kraftfulla, endogena 

antioxidanterna (Urso & Clarkson. 2003). 

CAT är en endogen antioxidant i cellen vars främsta uppgift är att bryta ned den giftiga, 

metabola biprodukten H2O2 till O2 och H2O, och skyddar således cellen från H2O2s 

skadliga effekter. CAT bildas i peroxisomet och återfinns intracellulärt samt i erytrocyter 

och kan translokera in i mitokondrien. De flesta mitokondrier i människa verkar sakna 

CAT (Bai & Cederbaum. 2001) men i vilken utsträckning är oklart. CAT kan således 

klassas som ett extramitokondriellt protein. Precis som SOD2 tillhör den de tre mest 

kraftfulla endogena antioxidanterna och är ett viktigt enzym mot uppkomsten av för hög 

oxidativ stress (Urso & Clarkson. 2003). 
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UCP3 fungerar som ett mitokondriellt transportprotein i mitokondriens innermembran, 

vars uppgift tros kunna vara att inducera mild frikoppling av OXPHOS från ETS när PMF 

är hög. När detta sker läcker även protoner över mitokondriens innermembran och istället 

för ATP skapas värme. Den har således troligtvis också en funktion för termogenes samt 

energibalans. Dess exakta roll och funktion är dock fortfarande inte helt kartlagd varför 

den anses vara ett intressant protein att studera (Bézaire, et al. 2007). 

ANT-1 & 2 är protein på mitokondriens innermembran vars uppgift är att katalysera ett 

utbyte mellan ADP och ATP i vilket ADP transporteras in över innermembranet för vidare 

fosforylering och som en konsekvens skickas en färdigskapad ATP-molekyl ut över 

mitokondriens innermembran. ANT verkar även kunna framkalla basalt och inducerbart 

protonläckage (Brand, Pakay & Ocloo. 2005). 

SOD2 och CAT är alltså enzym som bryter ned redan producerade ROS till mindre farliga 

ämnen och hämmar den REDOX-kaskad som är farlig för cellens olika funktioner. UCP3 

och ANT-1 & 2 agerar troligtvis som proaktiva enzymer som istället för att bryta ned 

ROS, förhindrar dess uppkomst. Alla dessa enzym är alltså på två olika sätt involverade 

med ROS och har därför en funktion i att skydda mitokondrien och cellen mot farliga 

nivåer av oxidativ stress. 

3 Syfte och Frågeställningar 

Syftet med denna studie var att undersöka om förekomsten av och förhållandet mellan 

proteiner i mitokondrien, som är kopplade till oxidativ stress (endogena antioxidanter och 

frikopplare av OXPHOS), skiljer sig åt mellan långsamma och snabba muskelfibrer 

klassificerade som typ-1 och typ-2.  

Frågeställningar: 

• Skiljer sig förekomsten av proteinerna Uncoupling protein 3 (UCP3), Adenine 

Nucleotide translocator (ANT) isoform 1 & 2, samt Superoxide dismutase (SOD2) åt i 

mitokondrier i snabba och långsamma muskelfibrer när man normaliserar för 

mitokondriemängd? 

• Finns det någon skillnad i uttryck av ovanstående proteiner samt Catalase 

mellan snabba och långsamma fibrer när man normaliserar för totalprotein (TP). 
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4 Metod 

4.1 Metodval 

Immunodetektion är en metodtyp där proteiner utforskas genom att använda sig av 

interaktionen mellan antigen (AG) och antikropp (AB) (Alegria-Schaffer, Lodge & Vattem. 

2009). Immunoblotting (IB) (även kallad Western Blotting) är en sådan undermetod av 

semikvantitativt slag, som används för att kvantifiera ett relativt uttryck av proteiner i 

muskelvävnad.  Det är en standardmetod i olika labb världen över och har använts i över tre 

decennier (Taylor & Posch, 2014). IB används exempelvis som ett metodverktyg för att 

analysera muskulär anpassning till träning. En liknande metod som kan användas för uttryck 

av proteiner är Enzyme-Linked Immunosorbent Assay’s (ELISA’s).  

Valet av detektionsmetod vid studerandet av proteiner beror på preferenser och behov. Vid 

kvantifiering av lågt förekommande proteinmängder kan ELISA’s användas medan IB 

används för proteiner som är högt förekommande i muskelvävnadsproverna (Alegria-

Schaffer, Lodge & Vattem. 2009). Mass-spektrometri är ett alternativt metodval till IB i 

vilken proteiner kan kvantifieras med stor exakthet (Ryder, et al. 2015). En av fördelarna med 

Mass-spektrometri jämfört med IB och ELISA’s är dess förmåga att kunna upptäcka flertalet 

isoformer av ett protein. Denna metod är dock extremt kostsam samt kräver en kunskap som 

normalt sett inte finns att bistå i vanliga laboratorier (Bass et al. 2016). För frågeställningen i 

denna studie hade det teoretiskt varit möjligt att använda sig av ELISA’s, men IB på enskilda 

muskelfibrer har tidigare använts med framgång (Murphy, 2011). IB som metod var dessutom 

etablerad på det aktuella laboratoriet. 

Murphy (2011) använde sig av en utvecklad variant av IB där enskilda fibrer kunde 

karaktäriseras som snabb (MHC-II) eller långsam (MHC-I) och sedan analyseras för specifika 

proteiner i samma fibersegment. Tidigare krävdes att en del av fibern kapades av och 

analyserades som snabb eller långsam med IB, innan vidare proteinanalys av resterande fiber 

kunde genomföras efter ännu en IB-analys (Murphy, 2011). Detta var förut därför en betydligt 

mer tidskrävande process. Metodprotokollet i denna studie var ett modifierat Murphy- (2011) 

protokoll. Detta bland annat för att anpassa metoden efter laboratoriet där det skulle utföras. 

4.2 Validitet och reliabilitet 

Metodens validitet och reliabilitet är beroende av att de använda antikropparna blivit 

validerade genom att analyseras för specificitet och sensitivitet gentemot dess antigen 
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(Signore & Reeder. 2012). AB som användes i denna studie kom alla från samma företag 

(ABCAM) från vilka de var validerade. Ett annat sätt att validera AB är att visuellt inspektera 

att de färgar in på rätt uppskattat band (kDa) på membranet, vilket AB i denna studie gjorde. 

Taylor och Posch (2014) anger en rad faktorer som krävs för att IB ska vara reliabel som 

metod; 1) Hanterandet av muskelproven är viktig och proverna bör alltid behandlas under 

kylning efter att ett muskelfiberhomogenat har skapats vilket gjordes i detta projekt genom att 

förvara proverna i frys samt att de låg i ett isbad när de togs fram i rumstemperatur 2) 

Mängden proteas- och fosfatasinhibitorer i lysisbufferten behöver vara tillräckligt stor 

eftersom de proteinerna som ska studeras annars riskerar att degraderas innan analysen ägt 

rum för att säkerställa detta användes ett på laboratoriet redan etablerat recept. 3) Mängden 

laddat protein bör inte vara för stor eller för liten eftersom det antingen kan leda till att 

detektionssignalen mättas för tidigt eller blir för svag. Eftersom analysen gjordes på enskilda 

muskelfibrer var risken på förhand att detektionssignalen skulle bli för svag. Detta var dock 

inget problem som upptäcktes under arbetsprocessen. 4) Laboratorieförhållanden och 

antikroppsspädningar bör standardiseras och vara desamma under hela processen eftersom de 

kan påverka detektionssignalen genom vilken proteinuttrycket mäts. Detta säkerställdes 

genom att följa samma protokoll under alla analyser och göra pipetteringar och vägningar 

med stor noggrann- och exakthet. Taylor et al. (2013) menar att varje steg i en IB-process 

måste genomföras på ett rigoröst sätt eftersom många av stegen är beroende av varandra. 

Forskaren har därför ett stort ansvar att vara noggrann med varje steg. För att standardisera 

och kvalitetssäkra denna process så långt som möjligt användes tidtagarur för att klocka de 

olika laborativa stegen och protokoll fördes för varje biopsi som analyserades. 

 

4.3 Deltagare 

Biopsierna som analyserades är restbiopsier från en äldre studie utförd vid Karolinska 

Institutet. Originalstudien analyserade effekten av en dietär korttidsintervention på 

syreförbrukning vid en given belastning, men ingen träningsintervention genomfördes. 

Åtta biopsier (Vastus Lateralis) från fyra stycken, friska, icke-rökande, manliga deltagare 

analyserades. Från varje deltagare togs en biopsi före och en biopsi efter interventionen. 

Dessa togs under lokalbedövning. Biopsierna frystes direkt ned i flytande kväve och 

förvarades sedan i -80 C fram till att de frystorkades i 24 timmar för efterföljande dissekering. 
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Deltagarna kunde klassas som moderat eller medeltränade. Ålder: 26 ± 8 år. V˙O2peak (ml 

O2 min−1 kg−1): 55 ± 3,7. 

 

5 Metodprotokoll 

 5.1 Dissektion och preparering av muskelbiopsier 

Totalt 128 muskelfibrer från 8 olika biopsier (VL) dissekerades initialt ut för analys. Sexton 

(16) enskilda muskelfibrer dissekerades ut med nål under mikroskop från varje frystorkad 

muskelbiopsi. Fibrerna rensades i största möjliga utsträckning på blod och bindväv. Var och 

en av fibrerna placerades i ett provrör utav plast. Visuell kontroll gjordes för att se att fibern 

lagts i röret.  

Bufferten som sedan skulle adderas till provröret utgjordes av: 180 mikrogram (µg) (47,3%) 2 

X Laemmli sample-buffer, 9 µg (2,3 %) merkaptoetanol, 1 µg (0,26 %) fosfatinhibitor, 1 µg 

(0,26 %) proteasinhibitor och 189 µg (49,7%) homogeniseringsbuffert (för 10 ml 

homogeniseringsbuffert blanda: 7,07 ml dH2O, 20 µl  2 mM Hepes (pH 7,4), 100 µl 1 mM 

EDTA, 1 ml 5 mM EGTA, 100 µl 10mMMgCI2, 1 ml 50mM β-Glycerofosfat, 500 µl 1% 

Triton X-100, 100 µl 1 mM Na3 VO4, 20 µl 2mM DTT, 20 µl 20 µg/ml leupeptin, 50 µl 50 

µg/50ml aprotenin, 11,5 µl 40 µg/ µl PMSF). Denna buffert blandades sedan i 10 sekunder 

med en cirkulär vibrationsmaskin (VORTEX). 5 µg av denna buffert pipetterades sedan ned i 

varje provrör och skapade ett muskelfiberhomogenat innan det frystes in i -20 C i väntan på 

IB-analys. 

5.1.1 Elektrofores 

Sexton stycken olika muskelfiberhomogenat (5 µg buffert och fibern) från varje biopsi 

laddades med pipett i 16 brunnar på en sodiumdodecylsulfat- polyacrylamid gel (SDS-Page-

gel från BIO RAD, Sundbyberg, Sverige). Separation av proteiner gjordes i isbad i kylrum (4 

C) i 30 minuter på 300 Volt, varefter varje protein beräknades ha migrerat ned till det 

specifikt uppskattade bandet för molekylvikt, kiloDalton (kDa), på gelen.  
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5.1.2 Membrantransfer 

Proteinerna på gelen överfördes sedan genom transfer till ett polyvinylidene difluoride 

(PVDF) - membran (BIO RAD). Denna process gjordes på 300 milliAmpere i 180 minuter på 

isbad i kylrum (4 C). 

5.1.3 Reactive Brown och membranblockering 

Efter transfer sköljdes membranet av i destillerat vatten (dH2O) innan det inkuberades med 

färgämnet Reactive Brown (RB) i 10 sekunder och fotograferades med vitt ljus (white epi 

illumination). Detta är ett sätt att normalisera för fibrernas varierande storlekar och således 

olika mängd laddat totalprotein. RB ger en färgningsintensitet som motsvarar mängden laddat 

protein. Yonan, Duong & Chang (2005) visade att RB var nästintill lika sensitiv som 

kolloidalt guld att färga in på ett PVDF-membran.  

Membranet klipptes sedan upp i tre olika delar; Översta delen motsvarade 250–100 kDa. 

Mellersta delen 99–45 kDa samt den nedersta delen 44-10 kDa. Dessa membrandelar 

blockades sedan i Tris-buffered saline (TBS), 5% Semper mjölkpulverlösning (ej fett) i 60 

minuter för att undvika en senare ospecifik inbindning av andra proteiner. 

5.1.4 Inkubering av primär antikropp 

Koncentrationen av primära antikroppar för de specifika proteinerna var 1:5000. 

Koncentrationen för MHC-I och MHC-II bestämdes till 1:10000 på grund av dess höga 

uttryck. Antikroppen (AB) blandades i en lösning av TBS/Tween/2,5% Semper (kommersiellt 

tillgänglig) mjölklösning och inkuberade membranet över natt under kylning. Kommersiellt 

tillgängliga primära AB (ABCAM) användes och var följande:  

Anti-Fast Myosin Heavy Chain antibody, ab91506 

Anti-Slow Myosin Heavy Chain antibody, ab11083 

Anti-Catalase antibody, ab16731 

Anti-Citrate synthetase antibody, ab129095 

Anti-UCP3 antibody, ab3477 

Anti-Adenine Nucleotide Translocase 1 antibody, ab102032 

Anti-Adenine Nucleotide Translocator 2 antibody, ab118125 
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Anti-SOD2 antibody, ab13533 

5.1.5 Inkubering av sekundär antikropp 

Membranet tvättades i TBS/Tween/2,5% mjölkpulver (2x1 + 3x10 min) och inkuberades 

sedan med en sekundär AB framtagen från olika värddjur (mus/kanin) i koncentration 1:10 

000 under 60 minuter. MHC-I inkuberades med sekundär monoclonal AB från mus (CELL 

SIGNALING TECHNOLOGY, INC, Leiden, Nederländerna) medan MHC-II, CAT, CS, 

UCP3, ANT-1, ANT-2 och SOD2 inkuberades med sekundär polyclonal AB från kanin 

(CELL SIGNALING TECHNOLOGY, INC, Leiden, Nederländerna). Monoclonal och 

polyclonal AB användes eftersom dessa var de tillgängliga alternativen från företaget. 

5.2 Framkallning 

Membranet inkuberades, efter ytterligare tvätt med TBS/Tween, i framkallningsvätska; 

Enhancer/Buffer (ECL) i fem minuter. Det framkallades sedan under kemiluminiscens-ljus 

med utrustning från BIO RAD, (Sundbyberg, Sverige). varvid proteinet kunde finnas uttryckt 

som ett band vid uppskattad kDa på membranet. En membranbild togs med vitt ljus (White 

Epi Illumination) för varje protein så att en jämförandebild kunna säkerställa att det 

framkallade proteinet inte förväxlades med eventuella infärgningar från ett tidigare framkallat 

protein. 

5.2.1 Framkallning av jämförandebilder 

Membranet klipptes upp i tre delar baserat på de olika proteinernas molekylärvikt (kDa). På 

både vänster och höger sida av membranet finns streck, så kallade ”stegar”, som används till 

markeringar för molekylärvikten. Dessa stegar gör att det är möjligt att se om de infärgade 

proteinerna vandrat ned till rätt plats (kDa) på membranet. Mindre (lättare) proteiner vandrar 

ner snabbare under elektroforesen och kommer återfinnas längst ned på membranet medan de 

största proteinerna lägger sig högt upp på membranet. Efter analys med kemiluminiscens togs 

en membranbild med vitt ljus. Dessa membranbilder placerades i mjukvaruprogrammet 

bredvid bilderna på infärgningarna från kemiluminiscensen och jämfördes visuellt för att 

säkerställa att proteinerna vandrat ned till rätt plats på membranet. I denna studie framkallades 

MHC-I och MHC-II på den översta membrandelen som motsvarade 250–100 kDa. På den 

mellersta membrandelen (99–45 kDa) framkallades CS och CAT. På den nedersta 

membrandelen (44–10 kDa) framkallades UCP3, SOD2, ANT-1 och ANT-2. 
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5.3 Stripping och reprobing 

Membrandelarna tvättades efter framkallning av varje protein med detergenterna TBS/Tween 

och lades sedan i en strippingvätska i 15 minuter (PLUS Western Blot Stripping Buffer, 

Thermo Scientific). Detta för att tvätta bort tidigare inkuberade AB, om ytterligare protein på 

samma membrandel skulle framkallas efteråt. I sådant fall gjordes processen om från ’primär 

AB’ med ett annat protein. 

5.4 Kvantifiering av infärgade band 

Bandens olika densitometri (optiska densitet) mättes gentemot membranets bakgrund. Ju 

starkare infärgning av bandet, desto större mängd protein fanns uttryckt. Infärgningsstyrkan 

kvantifierades med hjälp av mjukvaruprogrammet Quantity One - 4.6. och redovisades som 

en siffra. Membranbilden som användes för respektive kvantifiering var den sista som 

framkallades innan bilden blev ljusmättad.  

5.5 Typning av muskelfiber 

Typningen av muskelfibrer gjordes genom att beräkna innehållet av isoformer hos MHC; I & 

II. Först kontrollerades infärgningarna visuellt. I de flesta fall var det visuellt tydligt vilken 

fibertyp det var. Fibrer med stark infärgning (generellt sett ett värde högt över 1. Se bild 4.) 

MHC-I hade svag infärgning (generellt sett ett värde långt under 1. Se figur 4.) för MHC-II 

och vice versa. För att beskriva muskelfibertypningen matematiskt gjordes följande modell: 

Mängden MHC I dividerades med mängden MHC II i varje fiber för att få ett relativt värde. 

Fibrer med högt innehåll MHC-II fick ett värde <1. Skiljelinjen för en typ-1 och typ-2 fiber 

beräknades genom att ta medelvärdet över alla fibrer med ett relativt högt MHC-II innehåll 

(<1) och multiplicera med tre (3) standardavvikelser varvid ett värde framkom som användes 

som skiljelinje. Om någon av fibrerna hade ett värde som föll inom den skiljelinjen skulle de 

beräknas som en Hybrid (Mix)-fiber. Typ-1 fibrerna hade ett värde som låg över denna 

skiljelinje. Hybridfibrerna låg i ett spektrum som var mindre än tre standardavvikelser mellan 

typ-1 och typ-2 och uteslöts därför eftersom de var irrelevanta för studiens frågeställning. 

Fibrerna kategoriserades in enligt följande: Typ-1 n=68, Typ-2 n=56, Hybrid n=4.  Av de 

cirka 150 fibrer från VL som dissekerades ut i Murphy (2011) beskrevs hybridfibrer som 

”frånvarande” även i den studiens fiberpopulation utan att specificera antalet hybridfibrer. 
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1).   

 

Exempel på fibertypsindelning på ett membran. MHC-1 (Typ-1) uppvisar höga, relativa 

värden medan MHC-II (Typ-2) uppvisar låga. Emellan dessa två kategorier hamnade i 

sällsynta fall så kallade Hybrid-(Mix) fibrer. Dessa uteslöts sedan ur studien. 

 

5.5.1 Mitokondriemarkör och normalisering med CS 

CS användes som markör för antalet mitokondrier i varje muskelfiber (mitokondriell 

densitet). Den har i flera studier använts som mitokondriell markör (Fernström et al. 2007; 

Boushel et al. 2007). Sedan tidigare är det väl etablerat att typ-1 fibrer innehåller fler 

mitokondrier än typ-2 fibrer och följaktligen dividerades mängden av ett givet protein per 
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mängden CS i samma fiber, i både typ-1 och typ-2 fibrerna. CS har tidigare validerats som 

mitokondriell markör (Larsen et al. 2012). I valideringsstudien mättes de vanligaste 

mitokondriella markörerna. CS korrelerade R=0,84 (P<0,001) gentemot golden standard-

instrumentet Transmission Electron Microscopy för att mäta antalet mitokondrier i 

muskelvävnad. Detta kategoriseras som en nästan perfekt korrelation enligt Lin’s concordance 

correlation efficient (Lawrence & Lin. 1989). CS validitet som mitokondriell markör har även 

ifrågasatts i studier (Tonkonogi, Harris & Sahlin. 1997; Leek et al. 2001). I båda dessa studier 

jämfördes nivåer av CS vid biopsitagning före samt akut efter träning. De fann att CS hade 

högre aktivitet i biopsier som tagits efter avslutad träning och menar att tidpunkten för 

biopsitagningen blir avgörande för vilka nivåer CS som kommer att finnas vid analysen. 

Biopsierna i denna studie togs alla vid samma tidpunkt på deltagarna samt utan 

träningsintervention. Detta bör således inte ha påverkat markörens reliabilitet eller validitet. 

När fibrerna normaliserades efter deras mitokondriella densitet dividerades mängden protein 

(hela fiberns mängd av ett givet protein) med dess mängd CS. Alla fibrer och dess proteiner 

som normaliserats med CS delades sedan upp i en typ-1 och en typ-2 kategori på varje 

membran. För att exemplifiera använder vi oss utav SOD2/CS: Mängden SOD2/CS i varje 

enskild typ-1 fiber dividerades till medelvärdet 1 genom att ta fiberns enskilda mängd 

SOD2/CS och dividera med medelvärdet för alla SOD2/CS-fibrer i typ-1 kategorin på det 

enskilda membranet. Detta gav ett medelvärde på 1. Mot medelvärdet 1 i typ-1-kategorin 

jämfördes sedan typ-2 fibrernas medelvärde på samma membran. Detta gjordes genom att i 

typ-2 kategorin ta varje enskild observation SOD2/CS och sedan dividera med medelvärdet 

för alla SOD2/CS i typ-1 kategorin. Efter detta framkommer det via medelvärdet för alla typ-2 

fibrer om dessa har mer eller mindre av ett protein när det ställs gentemot medelvärdet 1 hos 

typ-1 fibrerna. 

5.5.2 Normalisering för fiberstorlek 

RB användes för att normalisera mängden laddat totalprotein (TP) per muskelfiber. 

Muskelfibrerna kunde inte vägas eftersom de var för små. Men visuell inspektion 

konfirmerade att fibrerna som dissekerades var av någorlunda varierande storlek. Således 

dividerades mängden av varje enskilt protein med sitt eget RB-värde eftersom 

infärgningsintensiteten från RB motsvarar totalmängden laddat protein från fibern. När 

fibrerna normaliserades med RB dividerades (exempel: SOD2) mängden SOD2 med mängden 

RB. Alla proteiner dividerade med RB delades sedan upp i en typ-1 och en typ-2 kategori per 
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membran. Sedan dividerades typ-1 proteinernas medelvärde till 1, mot vilket typ-2 

proteinerna medelvärde jämfördes. För att göra detta användes exakt samma metodik som för 

normalisering av CS, detta har beskrivits i kapitel 5.5.1. 

 Sättet att normalisera genom TP istället för att använda sig av ett så kallat ”kontrollprotein” 

har rekommenderats av Eaton et al. (2013). Detta på grund av kontrollproteinets inte alltid 

konstanta uttryck som laddningskontroll, vilket kan göra resultaten snedvridna. Normalisering 

för TP anses istället förbättra sensitiviteten och exaktheten på resultaten från IB.  

5.6 Statistik 

Statistisk analys på parametriska data gjordes med tvåsidigt Student’s t-test i Excel. Icke-

parametrisk data beräknades i GraphPad Prism 5.0 där skillnader mellan fibertyper 

analyserades med Mann-Whitney test. Data presenteras i resultatdelen som medelvärde och 

alla datapunkter synliga i figurerna. Signifikansnivån sattes till P <0,05. Tendens till 

signifikans definierades som P<0,07. Eftersom det visade sig vara mycket stora, icke-

normalfördelade spridningar även inom samma fibertyp så användes logaritmerade skalor i 

figurerna. 

5.7 Etiska aspekter 

Originalstudien varifrån biopsierna hämtades var godkänd av den regionala etiska kommittén 

i Stockholm och följde Helsingforsdeklarationens principer. Datan från dessa biopsier är 

avidentifierad och kan inte kopplas till deltagarna. Studiedeltagarna gavs skriftlig information 

om samtycke innan originalstudiens början. Dessa biopsidelar var dock inte från början 

ämnade att användas till detta projekt. I Rånäsdokumentet finns följande citat angående etiska 

aspekter vid uppsatsskrivande: “Deltagarna i studien ska erhålla en rättvisande och begriplig 

beskrivning av undersökningsmetoderna och undersökningens syfte”. Det kan utifrån detta 

således diskuteras huruvida det är etiskt godtagbart att använda samma muskelbiopsier till 

även andra projekt eftersom att denna information inte fanns tillgänglig vid tidpunkten för 

originalstudien. Undersökningens syfte varierar något i denna studie. Men båda studierna har 

en tydlig fysiologisk och biokemisk särprägel. Deltagarna godkände även att biopsierna 

lagrades i en biobank för framtida forskning.  
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6 Resultat 

Av de 128 dissekerade fibrerna normaliserades endast 112 stycken för TP genom RB på 

grund av laborativa komplikationer. CAT normaliserades endast för TP och inte för 

mitokondriell densitet (CS) på grund av det är ett extramitokondriellt protein. Typ-1 fibrernas 

medelvärde normaliserades till 1 för att få ett kvoterat värde mot vilket typ-2 fibrernas 

medelvärde kunde jämföras. 

Efter att ha normaliserats för mitokondriell densitet var ANT-2/CS 59% högre i mitokondrier 

i typ-1fibrer och hade tendens till signifikans (P=0,052). I övriga protein normaliserade med 

CS fanns inga signifikanta skillnader fibertyperna emellan. 

Vid normalisering för TP var ANT-1/RB 10% högre uttryckt (P=0,005) i typ-1 fibrerna. 

ANT-2/RB visade 58% högre uttryck i typ-1 fibrer (P=0,003). Även SOD2/RB var 25% mer 

uttryckt (P=0,002) i typ-1 fibrer. CS/RB var 8% mer förekommande (P=0,01) i typ-1 fibrer. 

UCP3/RB visade tendens till signifikans (P=0,052) att vara 27% mer förekommande i typ-1 

fibrer. CAT/RB visade ingen statistisk signifikant skillnad mellan typ-1 och typ-2 fibrer. 

6.1 Proteiner normaliserade med CS 

I figurerna 2–5 (kap.6.1) samt 6–11 (kap.6.2) visas spridningen på alla datapunkter. 

Logaritmerade skalor användes vid icke-normalfördelade data. Alla figurer skapades i 

GraphPad Prism 5.0. Typ-1 fibrernas medelvärde normaliserades till 1, vid vilket den vågräta 

medelvärdeslinjen går. Y-axeln visar spridningen på alla datapunkter jämfört med 

medelvärdet. Typ-1 och typ-2 fibrernas proteiner utgår från X-axeln. AU=Arbitrary Units. 

M=medelvärde. Ns=icke signifikant. Ts=trend till signifikant. *=Signifikant. 

 

 

 

 

 

 



 

19 
 

 

 

 

 

2).                                                                     3). 

 

Typ II m=0,95. Ns                                                                Typ II m=0,82. Ns.  

 

4).                                                                          5).             ANT2/CS 

 

Typ II m=1,24. Ns                                                           Typ II m=0,41. Ts (P=0,052) 
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6.2 Proteiner normaliserade med RB 

               

               6).                                                                   7). 

                              CAT/RB 

 

Typ II m=1,22. Ns.                                                           Typ II m=0,75. * (P=0,002) 

        

 

 

 

 

          8).                                                                    9). 

                            UCP3/RB                                                                            CS/RB 

 

Typ II m=0,73. Ts (P=0,052)                                          Typ II m=0,92. * (P=0,01) 
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            10).                                                              11). 

                             ANT-1/RB                                                                     ANT-2/RB 

 

        Typ II m=0,9. * (P=0,005)                                              Typ II m=0,42. * (P=0,003) 

 

 

6.3 Post hoc poweranalys 

En post-hoc poweranalys gjordes enligt Thomas, Nelson & Silverman (2011, s.120). 

Standardavvikelsen mellan mätningar låg på cirka 50 % av medelvärdet när upprepade 

mätningar gjordes på fibrer från samma individ. Eftersom p-värdet för statistisk signifikans 

sattes till 0,05 och den statistiska powern sattes till 0,80 innebär detta att det var möjligt att 

hitta en effektstorlek på 13 % med denna metod och antal observationer. När fibrer från flera 

olika individer slogs samman ökade standardavvikelsen till runt 100 % av medelvärdet och en 

effektstorlek på 26 % behövs för tillräcklig power. För att uppnå en effektstorlek kring 20–

30% och signifikanta resultat vore det önskvärt att i kommande experiment istället analysera 

åtminstone 150–200 fibrer för tillräcklig power. Givet att detta är den första studien i sitt slag 

så blir det svårt att dra slutsatser i huruvida resultaten är praktiskt tillämpningsbara och detta 

blir således upp till kommande studier att avgöra. En skillnad på 20-30% mellan fibertyper är 

dock förmodligen av underordnad betydelse jämfört med de stora skillnaderna inom 

fibertyperna. 
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6.4 Exempelbilder 

Dessa bilder ämnar demonstrera hur resultaten från proteinernas infärgningar kunde se ut vid 

framkallningen.  

12). 

 

Exempel på membraninfärgning med RB. Varje analyserat protein normaliserades för TP på sin egen brunn, 

med hjälp av en sådan här infärgning där alla proteiner exponerades. Foto taget med white epi-illumination-

ljus. 

 

13). 

 Exempel på infärgning av MHC-I på fem band. De svarta banden visar  

                                                      på uttryckt MHC-I. Dessa foton är tagna med kemiluminescens. 

 Infärgning av MHC-II på samma band av membranet efter stripping, tvätt  

                                                      och nylagd AB. Banden som färgade in på MHC-I är nu tomma. 

14). 

 

Exempel på hur infärgningen av CS på 16 band kunde se ut. Ju mörkare band desto mer 

CS fanns uttryckt i fibern. Foto taget med kemiluminescens 
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15). 

 

Exempel på hur infärgning av ANT-1 på 16 band kunde se ut. Foto taget med kemiluminescens. 

 

 

7 Diskussion 

Syftet med denna studie var att undersöka om förekomsten av och förhållandet mellan 

proteiner i mitokondrien, som är kopplade till oxidativ stress (endogena antioxidanter och 

frikopplare av OXPHOS), skiljer sig åt mellan långsamma och snabba muskelfibrer 

klassificerade som typ-1 och typ-2.   

Resultaten visade inte på någon skillnad i mängden mitokondriella proteiner i typ-1 och typ-2 

fibrer. ANT-2 var dock mer förekommande i typ-1 fibrers mitokondrier och visade tendens 

till signifikant skillnad. Detta i sig är något av ett fynd eftersom ANT-2 tidigare sagts vara 

mest förekommande i odifferentierade celler, men saknas i de flesta vävnader (Stepien et al. 

1992). Tidigare har en studie på möss visat att ANT-2 förekommer uteslutande i andra 

vävnader än skelettmuskulatur (Levy et al. 2000). Dock finns det svårigheter att studera ANT-

2 eftersom aminosyrorna som utgör enzymet även är identiska i andra transmembranproteiner 

(Chevrollier et al. 2011). Detta innebär att resultaten bör analyseras med försiktighet utifall 

metoden inte är tillräckligt sensitiv för att analysera det specifika proteinet. Det existerar 

enligt studieförfattarens vetskap en begränsad litteratur om ANT-2 vilket gör dess faktiska 

funktion oklar. ANT-2 importerar glykolytiskt ATP till mitokondriens matrix och är 

involverad i att bibehålla mitokondriens membranpotential samt att förebygga apoptos När 

ANT-2 normaliserades för TP var förekomsten dessutom 58% högre i typ-1 fibrerna 

(P=0,003). Systerisoformen ANT-1 var också mer uttryckt i typ-1 fibrer (P=0,01). Detta fynd 

överensstämmer med en in-vitro studie på både människa och möss av Gavaldo-Navarro et al 

(2014). De fann att celler som överuttrycktes med Peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma coactivator 1-alpha (PGC-1α) även inducerade uttryck av ANT-1. PGC-1α är känd 

som en av masterregulatorerna i mitokondriell biogenes och aktiveras av låga ATP-nivåer 

som uppkommer både vid högintensiv som traditionell uthållighetsträning. Den är därför mer 

uttryckt i oxidativa typ-1 fibrer (Jäger et al. 2007). Sedan tidigare är det känt att ANT-1 
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fungerar som en frikopplare av OXPHOS och agerar således som en slags proaktivt 

skyddsenzym vid tillfällen av hög oxidativ stress. UCP3 är ett annat protein på 

innermembranet med liknande roll, vars uttryck i mitokondrien verkar sjunka i takt med att 

träningsstatusen ökar i fibern, detta som ett tecken på anpassning från muskelfiberns sida 

(Russel et al. 2003). Det kan således spekuleras i att en liknande mekanism förekommer i 

ANT-1. 

UCP3 normaliserat för totalprotein var cirka 27 % mindre förekommande i typ-2 fibrerna 

(P=0,052). Dessa resultat visar alltså tendens till att UCP3 är mer uttryckt i långsamma 

muskelfibrer. Detta motsäger tidigare forskning i ämnet på human skelettmuskulatur som 

istället funnit UCP3 uttryckt i storleksordningen typ-IIX>IIA>I hos både tränade individer 

samt otränade kontrolldeltagare (Russel, Wadley, Hesselink, et al. 2003). Hesselink et al, 

(2001) och Russel, Somm, Praz, et al. (2003) rapporterade liknande fynd angående UCP3s 

fibertypsuttryck. Detta är speciellt förvånande i relation till fynden i Hesselink, et al (2001) 

eftersom även deras biopsier var tagna från VL. Fibertypsklassificeringen gjordes dock med 

Myosin ATPase-infärgning i deras studie vilket är en annan metod för att bestämma fibertyp, 

än vad som användes i denna studie. Detta kan leda till skillnader emellan studieresultat 

eftersom olika metoders fibertypsklassificeringar nämligen inte alltid korrelerar med varandra 

(Scott, et al, 2001). Elektrofores på enskilda muskelfibrer har ansetts att, enligt Scott, et al 

(2001), vara det bästa sättet att typa en muskelfiber på. Utöver detta menar Pette & Staron 

(2000) att isoformerna för MHC utgör de bästa markörerna för att klassificera en muskelfiber. 

Detta tillsammans skulle kunna tala för att trovärdigheten i denna studies resultat är något 

högre. Resultatet för UCP3 i denna studie visade dock endast tendens till statistisk signifikans, 

men var ändå så pass nära (0,052) att det åtminstone kan spekuleras i att resultatet hade blivit 

signifikant om flera fibrer hade analyserats och således undvikt ett typ-2 fel. Post hoc 

poweranalysen visade att ett eftersträvansvärt antal observationer bör ligga mellan 150–200 

muskelfibrer för tillräcklig power. 

Även SOD2 (P=0,02) och CS (P=0,01) fanns mer uttryckt i typ-1 fibrer vid normalisering för 

TP. Detta är förväntat eftersom typ-1 fibrer generellt sett har fler mitokondrier än typ-2 fibrer 

och är bättre anpassade till en större syreomsättning. I denna studie upptäcktes ingen statistisk 

signifikant skillnad i CAT mellan typ-1 och typ-2 fibrer. Larsen, et al. (2015) har tidigare 

funnit en sexfaldig ökning av CAT-uttryck i TB efter HIIT-träning men inte i VL vilket skulle 

kunna indikera att typ-2 fibrernas celler har mer CAT, men dessa resultat kunde inte denna 

studie bekräfta. 
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Denna studie var den första som har undersökt skillnader på protein/enzymnivå i mitokondrier 

i typ-1 och typ-2 fibrer från human skelettmuskulatur. Sammantaget pekar resultaten i denna 

studie på att typ-1 fibrerna generellt sett har fler mitokondriella proteiner än typ-2 fibrer. 

Detta på grund av att de innehåller fler mitokondrier, och detta i sig kan vara en naturlig 

anpassning till oxidativ stress. Det verkar dock inte som att det finns skillnader på 

mitokondrienivå i mängden mitokondriella proteiner mellan typ-1 och typ-2 fibrer. Dock 

visade endast ett av resultaten tendens till signifikant skillnad (ANT-2). Post hoc 

poweranalysen visade att denna studie endast hade möjlighet att hitta skillnader kring 13 % 

och hade således för låg power för att upptäcka detta. Spridningen på resultaten och 

skillnaderna blir således större och mer osäkra. I slutändan kan resultaten i denna studie kan 

varken delförklara eller bekräfta de resultat som funnits i Ramos-Filho et al. (2015), Anderson 

& Neufer. (2006), Larsen, et al. (2015) och Murgia, et al (2015) med att det existerar 

skillnader på mitokondrienivå i olika muskelfibertyper. Noteras bör göras att denna studie 

endast analyserade en handfull mitokondriella enzymer och skillnader kan mycket väl finnas 

på andra proteiner i mitokondrien. Slutsatsen som kan dras av denna studie är att det finns en 

större mängd mitokondriella proteiner i typ-1 fibrer eftersom de innehåller fler mitokondrier 

och detta är redan känt sedan tidigare. Antalet analyserade muskelfibrer var dock inte 

tillräckligt stort för att kunna upptäcka eventuella skillnader i mängd proteiner i typ-1 och typ-

2-fibrernas mitokondrier. Framtida forskning på muskelfibrernas respons till mitokondriell 

oxidativ stress föreslås göras på 150 – 200 enskilda muskelfibrer från human 

skelettmuskulatur samt utföra IB på dessa både före och efter ett långvarigt HIIT-program. 

 

8 Metoddiskussion 

Muskelfibrer kan kategoriseras på flera olika sätt beroende på vilken metod som använts och 

dessa olika metoders benämningar korrelerar inte alltid med varandra (Scott, Stevens & 

Blinder-Macleod. 2001). I denna studie kategoriserades muskelfibrerna baserat på deras 

innehåll av två isoformer för Myosin Heavy Chain (MHC); Isoform I och II. MHC-I 

förknippas med långsamma fibrer medan MHC-II med snabba fibrer. Valet att i denna studie 

definiera muskelfibrer som MHC-I och MHC-II gav möjligheten att kunna studera detta nya 

forskningsområde på ett grövre, enklare samt mer tidseffektivt sätt, samt är en beprövad 

metod (Murphy, 2011). Det finns tre stycken isoformer av MHC som är uttryckta i human 

skelettmuskulatur, dessa är benämnda som I, IIA och IIX. En enskild muskelfiber kan dock 
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innehålla två isoformer av MHC, vilket gör att fibertyperna kan kategoriseras in i ett brett 

spektrum där de går från långsam oxidativ till snabb glykolytisk fenotyp (Scott et al. 2001). I 

en fiber med flera isoformer återfinns de nästan alltid uttryckta bredvid varandra, exempelvis 

MHC-I med MHC-IIA (Pette & Staron. 1997). Detta innebär dock en potentiell felkälla med 

den använda metoden. Vid dissekerande av enskilda fibrer som är cirka 2 mm långa finns 

risken att inte hela fibern kan plockas på grund av handhavandeproblematik. I praktiken 

betyder det att en del av fibern där en isoform av MHC är uttryckt inte kommer med till 

analysen (Murphy, 2011). Således skulle exempelvis en fiber med MHC-I och långsam 

fenotyp i själva verket kunna vara en hybridfiber mer mot mitten av fiberspektrumet och 

egentligen inneha en mer glykolytisk fenotyp än vad som syns i resultatet. Fibern löper alltså 

en viss risk att bli felkategoriserad. Risken kan dock vara försumbar eftersom en fiber inte 

verkar kunna uttrycka exempelvis MHC I med MHC IIX bredvid varandra. Detta går även 

hand i hand med fiberns transitionsmönster där exempelvis en typ-IIX stegvis byter fenotyp 

till IIA och sedan I, vid ökad neuromuskulär aktivitet (Pette & Staron, 2000). Scott et al. 

(2001) menar dock att elektrofores på enskilda muskelfibrer kan anses vara det bästa sättet att 

typa en fiber på.  

Utöver detta var AB som användes i denna studie inte specifika nog för MHC-IIA och MHC -

IIX utan istället detekterades båda typerna som MHC-II och klassificerades som en typ-2 

fiber. Återigen, potentiella felkällor i denna metod är kopplade till 1) handhavande vid 

dissekeringen, 2) typningen av muskelfiber i den grövsta kategorin (I och II) jämfört med hur 

fiberspektrumet faktiskt existerar (I, I/IIA, IIA, IIA/IIX, IIX) (Galpin et al. 2012). 3) CS som 

mitokondriell markör kan skifta i uttryck trots att den tidigare har blivit validerad, 4) IB-

processens alla kritiska steg som relaterar till varandra.  

I denna studie observerades endast 4 Hybridfibrer. Detta är i enlighet med Murphys (2011) 

protokoll, som av cirka 150 fibrer från VL konstaterade att dessa hybridfibrer var 

”frånvarande” i den studiens fiberpopulation utan att specificera ett exakt antal. Inte heller i 

dennes protokoll användes AB mer specifika än MHC-I och MHC-II. Frånvaron är dock 

förvånande eftersom 13 % av fiberpoolen tidigare har setts innehålla hybridfibrer (Tupling, 

Bombardier & Stewart. 2007). Detta kan således indikera på att metoden som använts i denna 

studie och i Murphy (2011) inte är tillräckligt känslig för att upptäcka dessa fibrer och det 

finns således en risk att dessa hybridfibrer blir felkategoriserade.  

ANT-2 observerades endast 48 gånger av 128 möjliga observationer (data inte visad). ANT-2 

var genomgående det protein som analyserades sist på den undre membrandelen (49–10 kDa) 
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och var således det protein som hade flest antal strippningar (4 stycken) innan sin analys. 

Antalet så kallade ”strippningar” som membranet går igenom har stor påverkan på signalen 

som man kvantifierar på eftersom den riskerar att försvinna (Mahmood & Yang. 2012). 

Sennepin et al. (2009) har tidigare föreslagit att max tre strippningar bör göras eftersom AG 

gradvis försvinner med antalet strippningar. ANT-2/CS visade tendens (P=0,052) till 

signifikant skillnad emellan fibertyperna, trots det låga antalet observationer. ANT-2/ RB 

visade på icke signifikant skillnad. Det kan spekuleras i att ett större antal observationer av 

ANT-2 hade resulterat i signifikanta skillnader om detta protein analyserats tidigare i 

turordningen. Vid framtida multipla proteinanalyser på samma membrandel rekommenderas 

således att det inte bör strippas fler än tre gånger, det vill säga att inte fler än tre proteiner bör 

analyseras på samma membrandel, detta för att maximera antalet slutgiltiga observationer. 

Framtida forskning vid jämförelse av mitokondriella proteiner i snabba och långsamma 

muskelfibrer bör sikta på att reducera dessa felkällor i IB-processen  

9 Slutsats 

Det verkar inte finnas generella inneboende skillnader i proteinmängd mellan mitokondrier i 

typ-1 och typ-2 fibrer utifrån dessa resultat. Men de mitokondriella proteinerna fanns mer 

uttryckta i typ-1 fibrer vilket indikerar på att fler mitokondrier finns i typ-1 fibrerna. Denna 

studie bekräftar således, i enlighet med tidigare forskning, att typ-1 fibrer innehåller fler 

mitokondrier än typ-2 fibrer. Men för att lyckas upptäcka eventuella skillnader i mängd 

proteiner mellan typ-1 och typ-2 fibrernas mitokondrier krävs fler analyserade muskelfibrer 

(150–200) än vad som gjordes i denna studie. Studiens största fynd var att UCP3 hade tendens 

till högre förekomst i typ-1 fibrer vilket motsäger tidigare studier på human skelettmuskulatur, 

detta behöver dock konfirmeras i uppföljande studier. 
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