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Ihmisten merkittdvimpind ja maailmanlaajuisesti yleistyvind terveysriskeind
pidetddn ylipainoa sekd erilaisia metabolisia sairauksia, joiden on ikddntymisen
tavoin havaittu heikentdvan aivojen terveyttd ja kognitiivisia toimintoja.
Elintapojen, esimerkiksi fyysisen aktiivisuuden, lisdksi myods perimé vaikuttaa
yksilon aivoterveyteen sekd alttiuteen sairastua kyseisiin elintapasairauksiin.
Hippokampus on aivojen ohimolohkossa sijaitseva kognitiivisista toiminnoista,
kuten muistista, oppimisesta ja tunteiden sddtelystd vastaava rakenne. Vaikka
perimidlld ja elintavoilla voi olla haittavaikutuksia aivoterveyteen, voi
hippokampuksen plastisuutta ja tdten my6s kognitiivisia toimintoja mahdollisesti
edistdd  lisdamalld  neurogeneesid eli uusien hermosolujen  syntyd
hippokampuksessa. Tdssda LuK-tutkielmassa tutkittiin perityn juoksukapasiteetin ja
liikunnan vaikutusta aikuisidn hippokampaaliseen neurogeneesiin valikoidusti
jalostetun rottamallin avulla. Tutkittavat joko hyvdn tai huonon perityn
juoksukapasiteetin omaavat rotat jaettiin juokseviin ja liikkumattomiin ryhmiin,
jotta voitiin  selvittdd kuinka aerobinen liikunta lisdéd neurogeneesid.
Liikkumattoman ryhmén avulla saatiin my6s tietoa siitd, kuinka pelkkd peritty
juoksukapasiteetti ~ vaikuttaa neurogeneesiin.  Lisdksi huonon perityn
juoksukapasiteetin rotat olivat perimadltddn alttiita ylipainolle ja metabolisille
sairauksille. Rottien  aivoleikkeiden = uudet  hermosolut  vérjattiin
immunohistokemiallisin menetelmin solujen Ki-67-proteiiniin sitoutuvalla vasta-
aineella. Virjatyt solut laskettiin sekd kuvattiin valomikroskoopilla, ja solulaskujen
tulokset analysoitiin tilastollisin menetelmin. Tutkimuksen tulosten mukaan
jokaisella rottaryhmalld ilmeni neurogeneesid, mutta ainoastaan huonon perityn
juoksukapasiteetin omaavien rottien liikkuvan ryhmén uusien jakautuneiden
hermosolujen maéédrd oli tilastollisesti merkitsevd verrattuna liikkumattomaan
ryhmdan. Tulokset osoittivat, ettd aerobisella liikunnalla voitiin edistda
neurogeneesid rottien huonosta peritysta aerobisesta kunnosta huolimatta. Kaytetty
rottamalli oli metabolisten sairauksien suhteen polygeeninen, jonka vuoksi tdssa
tutkimuksessa saatu tulos liikunnan vaikutuksesta neurogeneesiin luo pohjaa myos
ihmisille soveltuviin lisdtutkimuksiin.
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Metabolic diseases and obesity are considered as a global emerging health risk for
humans. Like aging, these risks have been shown to have a reducing effect on brain
health and cognitive functions. In addition to lifestyle choices, such as physical
exercise, genetics can have an impact on the susceptibility to these lifestyle related
diseases and also on brain health. Hippocampus, a structure located in the temporal
lobe of the brain, is responsible for learning, memory, and emotional regulation.
Even though genetics and lifestyles can have a debilitating effect on brain health, it
could still be possible to promote hippocampal plasticity, and therefore cognitive
functions, by increasing neurogenesis, the formation of new neurons in the
hippocampus. In this Bachelor's thesis the effect of inherited running capacity and
exercise on adult hippocampal neurogenesis was studied by using a selectively bred
rat model. These rats with either high or low inherited running capacity were
divided into running and sedentary groups to determine how aerobic exercise
induces neurogenesis. The sedentary group provided information on how the
inherited running capacity alone affects neurogenesis. The rats with low inherited
running capacity were also more prone to obesity and metabolic diseases. New
divided neurons in the rat hippocampus were stained immunohistologically with
Ki-67 antibody and counted under a light microscope. The results of cell counts
were analyzed by statistical methods. Each rat group showed signs of neurogenesis
but the only statistically significant result was shown between running and
sedentary rat groups with low inherited running capacity, where the running group
had more new neurons in the hippocampus. Our results indicated that neurogenesis
can be promoted by aerobic exercise, despite the low inherited running capacity.
The used rat model was metabolically polygenic, thus, the result provides valuable
information for further research on humans.
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pykdldpoimu (engl. dentate gyrus)

korkean suorituskyvyn juoksija (engl. high-capasity

runner)
korkean vasteen harjoittelija (engl. high-response trainer)

matalan suorituskyvyn juoksija (engl. low-capasity

runner)
matalan vasteen harjoittelija (engl. low-response trainer)
subgranulaarinen vyohyke (engl. subgranular zone)

subventrikulaarinen vyshyke (engl. subventricular zone)



1 JOHDANTO

Ylipaino ja metaboliset sairaudet ovat maailmanlaajuisesti kasvava ongelma, ja
niiden on tutkittu olevan yhteydessa useisiin keskushermoston sairauksiin, kuten
masennukseen, aivoinfarkteihin ja Alzheimerin tautiin (Guillemot-Legris &
Muccioli 2017). Ylipainoon liittyvé tulehdustila voi olla merkittava tekija kognition
heikentymisen kannalta, mutta kyseisestd yhteydestd tarvitaan lisdtutkimusta
(Almeida-Suhett ym. 2017). Ravinnon ja fyysisen aktiivisuuden lisdksi myos yksilon
perimidlld on osoitettu olevan merkitystd ylipainon sekd syddn-, verisuoni- ja
aivoterveyden kannalta (Fall & Ingelsson 2014, Lett ym. 2020). Yksilon ikddntyessa
aivojen muovautuvuus eli plastisiteetti vdhenee, mikd myos osaltaan vaikuttaa
heikentdvasti kognitiivisiin toimintoihin, kuten muistiin ja oppimiseen (Kozareva

ym. 2019).

Kognitiivisten toimintojen kannalta hippokampuksen alue on
tarked. Hippokampuksen pykdldpoimussa (engl. dentate gyrus, DG) tapahtuva
aikuisidn hippokampaalinen neurogeneesi (eng. adult hippocampal neurogenesis,
AHN) on jatkuva prosessi, jossa esisolut kypsyvit jyvdissoluiksi, jotka lopulta
liittyvat hermoverkkoihin (Kozareva ym. 2019). Aikuisten nisdkkdiden aivoissa
neurogeneesid tapahtuu kahdella alueella eli hippokampuksen DG:n
subgranulaarisella (engl. subgranular zone, SGZ) ja subventrikulaarisella (eng]l.
subventricular zone, SVZ) vyohykkeelld (Gage 2000). Neurogeneesissd syntyvilld
uusilla jyvdissoluilla esiintyy enemmén synaptista plastisuutta verraten
vanhempiin jyvdissoluihin (Kempermann ym. 2015, Abbott ym. 2020). AHN siis
edistdd sekd plastisiteettia hippokampuksen alueella ettd informaation
prosessointia.  Ikddntymisen lisdksi my6s hermostoa rappeuttavat eli
neurodegeneratiiviset sairaudet voivat heikentdd neurogeneesid. Jyrsijoilld

tehdyissd tutkimuksissa on kuitenkin havaittu, ettd neurogeneesid edistamalld ndita



ikddantymisen sekd rappeuttavien sairauksien haittavaikutuksia kognitiivisiin

toimintoihin voidaan osittain kumota (Berdugo-Vega ym. 2020).

Neurogeneesiin vaikuttavat sekd hippokampuksen sisdiset ettd ulkoiset tekijdt
(Aimone ym. 2014). Nykytietdmyksen mukaan ulkoisista tekijoistd fyysiselld
aktiivisuudella katsotaan olevan kognitiota parantava vaikutus erityisesti
hermovilittdjdaineiden ja hippokampuksen veren ldpivirtauksen muutoksien,
kasvutekijoiden sddtelyn sekd lisdidntyneen hippokampuksen alueen neurogeneesin
kautta. Liikunnan neurogeneesid stimuloiva vaikutus on osoitettu seka jyrsijoilla
ettd ihmisilld. Erityisesti aerobisen liikunnan on osoitettu edistdvan neurogeneesia
hippokampuksen alueen kasvutekijoiden maadrdda stimuloimalla, mikad edistda
uusien neuronien syntyd (Vivar & Praag 2017, Liu & Nusslock 2018). Akuuttina
vasteena liikunta stimuloi neurokemikaaleja, kuten laktaattia, kortisolia ja
neurotropiineja sekd valittdjdaineita, kuten serotoniinia, asetyylikoliinia ja
glutamaattia (Basso & Suzuki 2017). Vilittdjdaineilla on vaikutuksia solujen
erilaistumis- ja selviytymisvaiheissa; esimerkiksi serotoniini kdynnistda esisolujen
lisddntymisvaihetta ja asetyylikoliini sekd glutamaatti edistivdt neuronien
selviytymisen vaihetta (Aimone ym. 2014). Matalatasoisen neuroinflammaation,
jossa ilmenee tulehduksellisia markkereita mikrogliasoluissa ja valkosolujen
erittdmid sytokiineja, on todettu liittyvan ikddntymiseen. Mikrogliasolut ovat
immuunipuolustuksen soluja, jotka sddtelevit keskushermoston tulehdusreaktiota
esimerkiksi fagosytoimalla solujdtettd (Kohman ym. 2012, Airas & Saraste 2020).
Neuroinflammaation on todettu vaikuttavan hippokampuksen neurogeneesiin
heikentiviasti, mutta tutkimusten mukaan litkunta alentaa neuroinflammaatiota
muokaten mikroglia-aktivaatiota. Varsinaiset vaikutukset ovat kuitenkin
riippuvaisia sukupuolesta, idstd ja aivojen alueesta (Kohman ym. 2012, Airas &

Saraste 2020).

Perimén sekd liikunnan vaikutusta hippokampuksen neurogeneesiin on tutkittu
rottamalleilla, jotka on perimaltddn valikoidusti jalostettu eroamaan aerobiselta

vasteeltaan tai kapasiteetiltaan (Nokia ym. 2016, Mdkinen 2021). Nokia ym. (2016)



tutkimuksessa on ilmennyt, kuinka AHN lisddntyy sekd hyvan aerobisen vasteen
harjoittelijoilla (engl. high-response trainer, HRT) ettd huonon aerobisen vasteen
harjoittelijoilla (engl. low-response trainer, LRT) pitkdaikaisen aerobisen liikunnan
myotd  verrattuna liikkumattomiin  rottiin. HRT-rotilla maksimaalinen
juoksukapasiteetti kehittyy tehokkaammin kuin LRT-rotilla, ja AHN onkin ollut
kaikista suurinta HRT-rotilla ndiden hyvéan perityn aerobisen vasteen takia (Nokia
ym. 2016). Neurogeneesiin mahdollisesti vaikuttavia tekijoitd on tutkittu myos
rottamallilla, jossa rotilla on perimaltddan joko korkea tai alhainen aerobinen
kapasiteetti (Mdkinen ym. 2021). Koch & Britton (2018) ovat kehittdneet rottamallin,
jossa rotat ovat valikoidusti jalostettu hyvdn perityn aerobisen kapasiteetin
omaaviin eli korkean suorituskyvyn juoksijoihin (engl. high-capacity runners,
HCR), sekd huonon perityn aerobisen kapasiteetin omaaviin eli matalan
suorituskyvyn juoksijoihin (engl. low-capasity runners, LCR). HCR-rottien
maksimaalinen peritty juoksukapasiteetti on yli seitseménkertainen LCR-rottien
juoksukapasiteettiin verrattuna. HCR-rotat jaksavat juosta maksimissaan noin 2000
metrid, mutta LCR-rotat vain noin 250 metrid. T&dtd rottamallia on kdytetty myos
tautiriskien, ikddntymisen ja pitkdikdisyyden tutkimista varten. LCR-rotilla on
HCR-rottia korkeampi riski ylipainoon ja metabolisiin sairauksiin, minkd vuoksi
niilld on matalampi elinajanodote. Kyseistd rottamallia on kdytetty myos
tutkimuksissa, joissa on selvitetty yhteyttd matalan liikuntakapasiteetin seka
neurodegeneratiivisten ja kognitiota heikentdvien sairauksien vililldi (Koch &
Britton 2018). Mdkinen ym. (2021) ovat tutkineet neuroinflammaation ja aivojen
plastisuuden = markkereita  liikkumattomien @ LCR- ja  HCR-rottien
hippokampuksissa. Tutkimuksessa AHN:n mé&ara on ollut merkittavéasti pienempi
LCR-rotilla verrattuna HCR-rottiin. LCR-rotilla on ollut my6s enemmadn
neuroinflammaatiosta kertovia markkereita kuin HCR-rotilla. Tutkimuksen
mukaan alhainen perinnollinen aerobinen kapasiteetti, joka altistaa
lilkalihavuudelle ja huonolle aineenvaihdunnalle, vaikuttaisi negatiivisesti aivojen
terveyteen (Mdkinen ym. 2021). Liikunnan vaikutuksesta HCR- ja LCR-rottien

neurogeneesiin ei ole vield julkaistu tutkimusta. Koska aivojen terveytta



heikentdvét ylipaino ja metaboliset sairaudet ovat maailmanlaajuisestikin yleistyva
ongelma (Guillemot-Legris & Muccioli 2017), niin Koch & Britton (2018)
kehittdmalld rottamallilla voidaan saada hyoddyllistd tietoa siitd, kuinka liikunnalla

voitaisiin kumota néditd huonon periméan aiheuttamia haittavaikutuksia.

Tdassda LuK-tutkielmassa tutkittiin kuinka perimd ja liikunta vaikuttavat
neurogeneesiin  aikuisten = urosrottien hippokampuksen pykéldpoimussa.
Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd, kuinka rottien erilainen perinnéllinen
juoksukapasiteetti ja fyysinen aktiivisuus vaikuttavat uusien hermosolujen
syntyyn. Perimén ja liikkunnan vaikutusten tutkimiseen kaytettiin alun perin Koch
& Britton (2018) jalostamia HCR- ja LCR-rottia. HCR- ja LCR-rotat jaettiin fyysiselta
aktiivisuudeltaan kahteen erilaiseen ryhmédn eli liikkumattomiin ja juokseviin.
Liikkumattomalla ryhmalld voitiin tutkia pelkdn perityn aerobisen kapasiteetin
vaikutusta neurogeneesiin, ja juoksevalla ryhmallad voitiin puolestaan tutkia kuinka
liikkunta vaikuttaa HCR- ja LCR-rottien neurogeneesiin. Neurogeneesid tutkittiin
uusia soluja vdrjddavan Ki-67-vasta-ainevédrjiyksen avulla. Ki-67-vasta-
ainevarjdyksen jdlkeen rottien aivoleikkeistd laskettiin uudet jakautuneet
hermosolut valomikroskoopin avulla. Koska LCR-rotilla on huono peritty
juoksukapasiteetti ja wuseille eri sairauksille altistava perimd, tutkimuksen
hypoteesina oli, ettd LCR-rotilla on liikkumattomassa ryhmidssd vdhemmdn
neurogeneesid kuin HCR-rotilla. Juoksevilla LCR-rotilla on kuitenkin enemmadn
neurogeneesid kuin lilkkumattomilla LCR-rotilla liikunnan neurogeneesi lisddvien
vaikutusten takia. Koska HCR-rotilla on hyva peritty juoksukapasiteetti ja
terveyden kannalta parempi perimd, tutkimuksen hypoteesina oli, ettd juoksevilla
HCR-rotilla tulee olemaan enemmaén neurogeneesid kuin liikkumattomilla HCR-

rotilla.



2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Eettiset hyviaksynnait

Kaikissa tutkimukseen liittyvissd kokeissa noudatettiin Euroopan unionin
valtuuston direktiivia 86/609/EEC “Kokeisiin sekd muihin tieteellisiin
tarkoituksiin ~ kdytettdvien selkdrankaisten eldinten suojelua  koskeva

eurooppalainen yleissopimus”. Eldinkoelupien numero oli ESAVI/12840/2019.

2.2 Elaimet

Kokeessa kaytettiin Koch & Britton (2018) kehittimdd polygeenista rottamallia,
jossa  kantapopulaatiosta on valikoidusti jalostettu kaksi aerobiselta
juoksukapasiteetiltaan erilaista rottalinjaa, eli LCR- ja HCR-rottalinjat. Aikuiset
LCR- ja HCR-rotat (uros- ja naarasrotat) kuljetettiin Toledon yliopistosta (Ohio,
Yhdysvallat) Jyvaskylddn, jossa rotista siitettiin 45. sukupolvi. Tutkimuksessa
kaytettiin vain urosrottia, jotka vieroitettiin neliviikkoisina. Tamén jdlkeen LCR- ja
HCR-rotat jaettiin tutkimusta varten fyysiseltd aktiivisuudeltaan erilaisiin ryhmiin,
eli liikkkumattomiin ja juokseviin, mikd mahdollisti neurogeneesin tutkimisen ja
vertailun neljan eri ryhmaén vaélilld. Jokaisessa ryhmaéssd oli 6 rottaa. Eldintilojen
lampétila oli 21 + 2 °C ja ilmankosteus 50 + 10 %. Rottien vuorokausirytmi vaihteli
12 h vélein valoisan ja pime&n jakson vililld; valot laitettiin paille klo 08.00 ja pois
klo 20.00. Juoksevilla rotilla oli hikissd juoksupy®drd, kun taas liikkumattomilla oli
juoksupyorén tilalla virikkeend muoviputki. Kaikissa hédkeissd ruokaa oli vapaasti
tarjolla. Rottia pidettiin yksittdin hdkeissd noin 5 viikon ajan, jonka jdlkeen ne

lopetettiin.

2.3 Aivoleikkeiden keridys

Naytteiden kerdys suoritettiin ohjaajan toimesta Mdkinen ym. (2021) kuvaaman

protokollan mukaisesti ennen tdmén tutkielman laboratorio-osuutta. Rotat



tainnutettiin hiilidioksidilla, ja lopetettiin sydanpunktiolla noin 12 h viimeisen
liikkuntasuorituksen jdlkeen. Rottien aivot poistettiin kallosta, minka jdalkeen vasen
ja oikea aivopuolisko erotettiin toisistaan. Tutkimuksessa kdytettiin vain oikeaa
aivopuoliskoa, joka kiinnitettiin 4 % paraformaldehydiliuoksessa 48 h, + 4 °C.
Tdamdn jdlkeen aivopuoliskot siirrettiin 0,1 M fosfaattisuolaliuokseen (PBS, pH 7,4).
Aivopuoliskoja pidettiin leikkauksen preparointia varten 48 h huoneenlammossa
30 % sakkaroosiliuoksessa, joka toimi jadtymisenestoaineena. Aivopuoliskot
leikattiin kuivajddssd 40 pm paksuisiksi koronaalisiksi leikkeiksi. Tamén jdlkeen
sisdltdavaan putkeen niin, ettd jokaisessa putkessa oli 9-12 leikettd, mikd mahdollisti
koko hippokampuksen kattavan anatomisen kuvauksen. Tutkimusta varten
jokaista rottaa kohden valittiin yksi putki kahdestatoista. Leikkeitd sdil6ttiin ennen

immunohistokemiallista vérjdystd - 20 °C (Mdkinen ym. 2021).

2.4 Immunohistokemiallinen aivoleikkeiden virjdys

Rottien vapaasti kelluvat aivoleikkeet varjdttiin immunohistokemiallisesti eri erissa
samalla menetelmalld. Kaikki pesuvaiheet ja inkuboinnit tapahtuivat heilurissa
huoneenldmmossd. LCR- ja HCR-rottien ndytteet siirrettiin omiin lasisiin
tuikepulloihin, joissa oli 1xPBS (pH 7,4). Naytteissd kdytetty jadtymisenestoaine
pestiin tdmaén jalkeen pois PBS-liuoksella 2 x 15 min. PBS poistettiin tuikepulloista,
tilalle lisattiin 0,01 M Na-sitraatti, 0,05 % Triton X-100-liuosta ja ndytteitd keitettiin
ndytteet pestiin 3 x 5 min PBS-liuoksessa. Tamdn jdlkeen suoritettiin
peroksidaasiblokkaus 3 % H>O, PBS-liuoksessa 30 min, joka esti aivoleikkeiden
verisuonten véarjiytymisen nédytteissd. Seuraavaksi suoritettiin proteiinien
epdspesifid sitoutumista estdava seerumiblokkaus kayttamalla PBS, 0,3 % Triton X-
100, 2 % normaalia vuohen seerumia, 1 h. Seerumiblokki poistettiin ja ndytteiden
primaarivdrjdys suoritettiin  hiiressd tuotetulla ihmisen Ki67-vastaisella

monoklonaalisella vasta-aineella (BD Biosciences, Pharmingen, San Diego,



California, Yhdysvallat) 1:500, PBS, 0,3 % Triton X-100, 2 % normaali vuohen
seerumi. Naytteitd inkuboitiin yon yli huoneenlammossd, minka jalkeen ndytteet
pestiin 3 x 5 min PBS-liuoksessa. Pesun jdlkeen suoritettiin sekundaarivérjdys hiiren
IgG1:n raskaaseen ketjuun kohdistuvalla vuohen biotinyloidulla polyklonaalisella
vasta-aineella (Abcam, Cambridge, Yhdistynyt kuningaskunta) 1:500, PBS, 0,3 %
Triton-X-100. Néytteitd inkuboitiin 2 h huoneenlammdssd, minka jalkeen ndytteet
pestiin 3 x 5 min PBS-liuoksessa. Pesun jdlkeen suoritettiin tertiddrivarjdys
streptavidiini-piparjuuriperoksidaasi-konjugaatilla (Avantor®, Radnor,
Pennsylvania, Yhdysvallat) 1:1000, PBS, 0,3 % Triton-X-100. Naytteitd inkuboitiin 2
h huoneenldammossd, minkd jalkeen nédytteet pestiin ensin 2 x 5 min PBS-liuoksessa
ja kerran 0,05 M Tris-puskurilla (pH 7,6). Vérjdysten visualisointia varten nédytteet
késiteltiin diaminobentsidiinilld (DAB, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
Yhdysvallat) seuraavanlaisesti: 0,05 M Tris-puskuriin (pH 7,6) lisdttiin tablettina
0,25 % DAB:ia, minkd jdlkeen tabletti liuotettiin sonikoimalla (Branson 2510,
Connecticut, Yhdysvallat) n. 5 min ja vorteksoimalla. DAB suodatettiin uuteen
putkeen ja aktivoitiin lopuksi 0,0225 % H>Oz:lla. DAB:in annettiin vaikuttaa n. 8
min, jonka jdlkeen DAB poistettiin ja ndytteet pestin 3 x 15 min 0,1 M
natriumfosfaattipuskurilla. Aivoleikkeet siirrettiin puhtaille aluslaseille (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, Yhdysvallat) 0,4 % gelatiinissa. Ndytteet jdtettiin

kuivumaan 24 h ajaksi + 37 °C kuivauskaappiin.

Kuivuneet nédytteet taustavérjdttiin Nokia ym. (2012) mukaan 0,1 % kresyyli-
violetilla, jonka annettiin vaikuttaa, kunnes leikkeet ndyttivdt tarpeeksi
vdrjadntyneiltd. Puhdistus tapahtui nousevalla alkoholikonsentraatiolla ja
ksyleenilld. Taman jdlkeen aluslasit peitettiin Depexilld (Merck, Darmstadt, Saksa)

ja peitinlaseilla (Avantor®, Radnor, Pennsylvania, Yhdysvallat).

2.5 Solujen laskeminen ja mikroskopointi

Taustavérjdttyjen ndytteiden mikroskooppianalyysi suoritettiin sokkona. Talld

varmistettiin, ettd solujen laskemisen suorittaja ei tiennyt, mihin koe-eldinryhméan



kyseiset tarkasteltavat leikkeet kuuluivat. Neurogeneesin todentamiseksi
leikkeiden hippokampuksen alueen Ki-67- positiiviset solut laskettiin
valomikroskoopin (Olympus BX50, Tokio, Japani) avulla 40x suurennoksella.
Naytteissd oli 9-12 leikettd, mikd huomioitiin solujen lukumddrdd laskettaessa.
Solujen lukumddrd suhteutettuna leikemddrddan laskettiin jokaiselle naytteelle

kaavalla:

. R . U solujen maara leikkeissa yhteensa x 12 x 2
Solujen lukumaara suhteutettuna leikemaaraan = ] FprT— ry (1)
aara

Koko hippokampuksen alueen kattava soluméérd saatiin kertomalla 12:sta, silld
yhden aivopuoliskon leikkeet oli alun perin jaettu ennen vérjdystd 12 putkeen.
Molempien hippokampusten solumédrad saatiin kertomalla solujen maéard vield
kahdella. Jokaisesta rottaryhmastd wvalittiin lopuksi yksi edustava ndyte
kuvattavaksi. Kuvaamiseen kéaytettiin valomikroskooppia (Olympus BX50, Tokio,
Japani), kameraa (AxioCam ERc 5s, ZEISS, Jena, Saksa) ja ZEN lite 2012-ohjelmaa.
Naytteet kuvattiin 10x objektiivilla (UPlanFI 10x/0.30 JAPAN, Tokio, Japani), seka
100x oljyimmersio-objektiivilla (UPlanFI 100x/1.30 oil JAPAN, Tokia, Japani),
jolloin peitinlasille lisdttiin 6ljyd (ZEISS Immersol 518 F, Jena, Saksa).

2.6 Tilastollinen analyysi

Tilastollinen analyysi tehtiin SPSS-ohjelmistolla (IBM SPSS Statistics 28.0.0.0).
Aineiston normaalijakautuneisuus tarkistettiin kayttamalla Shapiro-Wilk-testid.
Tilastoanalyysissa  kédytettiin ~ parametrisid testeji, koska aineisto oli
normaalijakautunut. Tilastollisesti merkittaviksi kynnysarvoksi asetettiin p = 0,05.
Yhden muuttujan analyysilla (engl. Univariate) tarkasteltiin suhteutettujen
solumddrien keskiarvojen eroja yhden muuttujan suhteen. Yksisuuntaisella
varianssianalyysilla (engl. One-way ANOVA) verrattiin samanaikaisesti aineiston
kahden muuttujan, rottalinja (HCR, LCR) ja juokseminen (kylld, ei), suhteutettujen

solumaddarien keskiarvojen eroja.



3 TULOKSET

3.1 Aikuisidn hippokampaalinen neurogeneesi

Yhden muuttujan analyysissa HCR- (n = 12) ja LCR-rottien (n = 12) solumaéérien ero
ei ollut kokonaisuudessaan tilastollisesti merkitsevd (p = 0,622). Juoksevien ja
liikkkumattomien rottien vélilld ei my6skddn ollut kokonaisuudessaan tilastollisesti
merkitsevadd eroa solujen maarassa (p = 0,748). Rottalinjojen sisdlld (Kuva 1) esiintyi
kuitenkin eroja juoksevien ja liikkumattomien vilillda. Kahden muuttujan
varianssien vertailussa LCR-rottien juoksevien (n = 6) ja liikkumattomien (n = 6)
ryhmien vilinen ero oli tilastollisesti merkitsevad, F[1, 11] = 6,087, p = 0,033.
Juoksevien LCR-rottien keskiarvo (SE) oli 196 (25) solua, ja liikkumattomien LCR-
rottien keskiarvo (SE) oli 113 (23) solua. HCR-rottien ryhmien vililld ei ilmennyt
tilastollisesti merkittdavad eroa, F[1, 11] = 0,939, p = 0,355. Juoksevien HCR-rottien
(n = 6) keskiarvo (SE) oli 140 (37) solua ja liikkumattomien HCR-rottien (n = 6)
keskiarvo (SE) oli 200 (50) solua.
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Kuva 1. Juoksevien ja liikkumattomien HCR- ja LCR-rottien uusien hermosolujen
lukumédran  keskiarvo (£  keskiarvon  keskivirhe)  hippokampuksen
pykéldpoimussa. Jokaisen ryhméan otoskoko oli n = 6 eli yhteensa 24 rottaa. * p <
0,05.
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Kuvassa 2 ndhd&dédn eri rottaryhmien vérjaytyneet hermosolut hippokampuksen
pykéldpoimussa. Kuvasta 2 on myos nahtdvissd, ettd juoksevilla LCR-rotilla ilmeni
enemmadn varjdytyneitd hermosoluja kuin liikkumattomilla LCR-rotilla, mikad oli

myos tdiman tutkielman ainoa merkitseva tulos.
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Kuva 2. Valomikroskoopilla otetut kuvat eri rottaryhmien varjaytyneista
hermosoluista hippokampuksen pykaldpoimussa. Uudet jakautuneet hermosolut,
jotka ndkyvit ruskeina keskittymind, on vérjitty Ki-67-vasta-aineella. Suuremmat
kuvat, joissa ndkyy pykéldpoimun karki, on otettu 10x suurennoksella. Lahikuvat,
joista voi ndhda yksittdiset varjaytyneet hermosolut, on otettu 100x suurennoksella.
Kuvaan on liitetty 100 pm pituinen mitta-asteikko.
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4 TULOSTEN TARKASTELU

Tamdn LuK-tutkielman tavoitteena oli selvittdd vaikuttavatko perimad ja liikunta
rottien hippokampuksen neurogeneesiin. Juoksevien LCR-rottien uusien
hermosolujen mddrdssd havaittiin tilastollisesti merkitsevd ero liikkumattomiin
LCR-rottiin verrattuna, eli liikunta lisdsi neurogeneesid (Kuva 1, Kuva 2). HCR-
ryhmien kesken sekd liikkumattomien HCR- ja LCR-rottien vililld ei esiintynyt
tilastollisesti merkitsevdd eroa hermosolujen méarassa. Hypoteesi, jossa juoksevilla
LCR-rotilla olisi enemm&n neurogeneesid kuin liikkumattomilla LCR-rotilla
liikunnan neurogeneesid indusoivien vaikutusten takia, toteutui. Aiemmissa
tutkimuksissa lilkunnan on osoitettu edistdvan neurogeneesid (Vivar & Praag 2017).
Nokia ym. (2016) ovat my6s huomanneet tutkimuksissaan AHN:n mddrdn
nousevan liikunnan vaikutuksesta huonon aerobisen vasteen omaavilla LRT-rotilla.
Ikdantymisen, ylipainon ja metabolisten sairauksien on tutkittu olevan yhteydessa
neuroinflammaatioon, jonka on todettu alentavan hippokampuksen neurogeneesia
(Kohman ym. 2012, Almeida-Suhett ym. 2017). Liikunta alentaa
neuroinflammaatiota, mikd puolestaan edistdd neurogeneesid (Kohman ym. 2012).
Tamdn tutkimuksen LCR-rottien tulokset ovat linjassa aiempien tutkimusten
kanssa, silld LCR-rottien perimd altistaa neuroinflammaatiolle ja aivojen
aineenvaihdunnallisille  héiriville ~(Mé&kinen ym. 2021), ja liikunnan
neuroinflammaatiota alentavat vaikutukset voisivatkin osaltaan selittdd juoksevien

LCR-rottien lisddantyneen AHN:n.

Tutkimuksen toisena hypoteesina oli, ettd juoksevilla HCR-rotilla tulee olemaan
enemmdn neurogeneesid kuin liikkumattomilla HCR-rotilla. Hypoteesi ei
toteutunut, silld liikkumattomilla HCR-rotilla ilmeni enemméan neurogeneesid kuin
juoksevilla HCR-rotilla, mutta ero ei ollut tilastollisesti merkitseva. Tuloksen voisi
osaltaan selittdd HCR-rottien jo valmiiksi hyva juoksukapasiteetti, minkd vuoksi
juokseminen ei lisinnyt merkitsevasti neurogeneesid. Lisdksi hypoteesina oli, ettd

liikkkumattomilla LCR-rotilla tulee olemaan vdhemmidn neurogeneesid kuin
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liikkkumattomilla HCR-rotilla. Liikkumattomilla HCR-rotilla ilmeni enemmaén
neurogeneesid kuin liikkumattomilla LCR-rotilla, mutta ryhmien vililld ei ollut
tilastollisesti merkitsevad eroa uusien hermosolujen méarassa. Vaikka hypoteesi ei
toteutunut, tulos oli samansuuntainen Mdkinen ym. (2021) tutkimuksen kanssa,
jossa  liikkumattomilla ~HCR-rotilla  esiintyi enemmidn  neurogeneesid
liikkkumattomiin LCR-rottiin verrattuna. Heiddn tutkimuksessaan otoskoko oli
suurempi ja tutkimuksessa kdytettiin tuplakortiiniin (engl. doublecortin, DCX)
kiinnittyvdd vasta-ainetta neurogeneesin tutkimiseen (Midkinen ym. 2021), kun
puolestaan tdssd LuK-tutkielmassa kédytettiin Ki-67-proteiiniin kohdistuvaa vasta-
ainetta. DCX-proteiinia esiintyy DG:ssd kypsyvien neuraalisten esisolujen
migraation aikana (Brown ym. 2003), kun taas Ki-67-proteiinia esiintyy
hermosolujen lisdksi kaikissa elimiston jakautuvissa soluissa (Graefe ym. 2019), eli
Ki-67-vasta-aineilla pystytddn toisaalta varjgdamaan muitakin kuin hermosoluja.
Molempia menetelmid voidaan kuitenkin kadyttdd neurogeneesin tutkimiseen

(Brown ym. 2003, Nokia ym. 2016).

Tassda LuK-tutkielmassa kdytetyn HCR-LCR -rottamallin on ehdotettu soveltuvan
ihmisten metabolisten sairauksien mallintamiseen, silld kyseinen rottamalli on
ihmisten tavoin polygeeninen kyseisten sairauksien suhteen. Usein tutkimuksissa
kaytetyt rottamallit eivdt huomioi geenien yhteisvaikutusta sairauksien kohdalla.
Tutkimus rottamallilla mahdollistaa olosuhteiden kontrolloimisen ja sen vuoksi
kausaliteetin havainnoinnin. Jalostuksen my®ota rottamallissa on kuitenkin myos
rajoitteita. Erityisesti HCR-rotat ovat hyvin pitkille jalostettuja ja poikkeavat
normaalista hajonnasta, mikd voisi osaltaan selittdd juoksevien HCR-rottien
hypoteesien vastaisia tuloksia (Koch ym. 2012, Mékinen ym. 2021). Koska tutkimus
on tehty vain urosrotilla, tutkimus ei huomioi sukupuolten vélisid eroja ja niiden
mahdollisia vaikutuksia tuloksiin (Kohmann ym. 2012). Lisdksi tutkimuksen

rajoitteena voidaan pitdd suhteellisen pientd otoskokoa (n = 24).

Taman tutkimuksen tulosten pohjalta voidaan todeta, ettd liikunta edistdd huonon

perityn aerobisen kapasiteetin omaavien rottien neurogeenesid. Télld rottamallilla
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tehty tutkimus tuo lisdtietoa siitd, ettd lilkunta voisi edistdd neurogeneesid ja aivojen
terveyttd, mikd mahdollisesti lieventdd huonon perimédn haittavaikutuksia.
Tarvitaan kuitenkin lisdtutkimusta ihmisilld, jotta tiedetddn, onko liikunnan
vaikutuksilla mahdollista kumota metabolisten sairauksien ja ylipainon

vaikutuksia ihmisten aivoterveyteen.
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