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TIIVISTELMA

Petra Johansson (2014). Aerobisen juoksuharjoittelun ja korkean intensiteetin intervallihar-
joittelun vaikutukset hippokampuksen neurogeneesiin ja vaskularisaatioon rotilla. Psykologi-
an laitos, Jyvéskylédn yliopisto, Pro gradu -tutkielma, 30 s.

Juoksuharjoittelun on todettu vaikuttavan mydnteisesti oppimiseen, muistiin sekd aivojen
toimintaan. Juoksuharjoittelu lisdd hippokampuksen pykéldpoimun neurogeneesid eri iki-
ryhmissé. Lisdksi juoksun on todettu vaikuttavan nuorilla pykdldpoimun vaskularisaatioon.
Kuitenkin hippokampuksen neurogeneesii ja vaskularisaatiota on tutkittu 1dhinnd vain aero-
bisella juoksuharjoittelulla. Tdmén vuoksi tissd tutkimuksessa tutkittiin sekd aerobisen juok-
suharjoittelun ettd korkean intensiteetin intervalliharjoittelun (HIIT) vaikutuksia neurogenee-
siin. Tutkimuksessa oli 44 HRT -kannan rottaa, jotka jaettiin neljdin ryhmééin. Ryhmat olivat
juoksupyordharjoitteluryhma eli aerobinen juoksuharjoittelu (RW), HIIT ja kaksi eri kontrol-
liryhmié (C ja SedC). Ennen intervention alkua C-, RW- ja HIIT -ryhmilté testattiin maksi-
maalinen juoksukapasiteetti juoksutestilld. Interventio kesti 7 viikkoa. Intervention ajan RW -
rotilla oli vapaa pédsy juoksupyorille vuorokauden ympari. HIIT -rotat harjoittelivat kolmesti
viikossa korkean intensiteetin intervalliharjoittelua. HIIT -rotille mééritettiin viikoittain mak-
simaalinen juoksukapasiteetti. Intervention jilkeen myds C- ja RW -rotilta médritettiin uudes-
taan maksimaalinen juoksukapasiteetti. SedC -ryhmin rotat eivit juosseet ollenkaan kokeen
aikana. Intervention jdlkeen rotat lopetettiin ja rottien aivot otettiin talteen. SedC-, HIIT- ja
RW -ryhmien aivot viipaloitiin hippokampuksen alueelta. Viipaleista analysoitiin neuro-
geneesid Doublecortin -vérjdykselld ja vaskularisaatiota RECA-1 -vérjdykselld. Aerobisen
juoksuharjoittelun todettiin lisddvdn neurogeneesid selvésti verrattuna SedC- ja HIT -
ryhmiin, ero oli erittdin merkitsevd. Tutkimus antoi myds viitteitd siitd, ettd HIIT voi lisita
neurogeneesid kontrolliin verrattuna. Vaskularisaatiossa ei saatu nékyviin eroja ryhmien vi-
lilld. Lisdksi paremman fyysisen suorituskyvyn ja juoksussa kehittymisen todettiin olevan
positiivisesti yhteydessd neurogeneesin kasvuun. Johtopédtoksend voidaan todeta hippokam-
puksen neurogeneesin kasvavan huomattavasti aerobisen harjoittelun seurauksena. Tutki-
muksen mukaan aerobisen harjoittelu HIIT:n verrattuna on paljon tehokkaampi harjoittelu-
muoto stimuloimaan neurogeneesid. Vaikka juoksuharjoittelulla pystytddn vaikuttamaan neu-
rogeneesin madrddn vield keski-idissd, niin vaskularisaatioon aerobisella harjoittelulla ja
HIIT:1la ei ole endé vaikutusta keski-ikiisilla rotilla.

Avainsanat: Hippokampus, neurogeneesi, vaskularisaatio, aerobinen juoksu, HIIT
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1 JOHDANTO

Normaalin ikd&ntymisen ja hermoston rappeumasairauksien on todettu vaikuttavan aivoihin
heikentdmélld kognitiivista suoriutumista (Vivar, Potter, & van Praag, 2012). Kognitiivisen
kyvykkyyden laskun takana voi olla vihentynyt neurogeneesi oppimisen ja muistin kannalta
oleellisella aivoalueella, hippokampuksessa (van Praag, Shubert, Zhao, & Gage, 2005). Neu-
rogeneesi tarkoittaa uusien hermosolujen muodostumista. Liikunta voi viivastyttdd kognitiivi-
sen kyvyn laskua ikdédntyessd ja vdhentdd riskid hermoston rappeumasairauksille (van Praag
ym. 2005). Useissa eldintutkimuksissa on osoitettu juoksuharjoittelun lisddvén hippokampuk-
sen pykaldpoimun (dentate gyrus) neurogeneesié eri-ikdisilld eldimilld samaan aikaan kasva-
neen oppimiskyvyn kanssa (Clark ym. 2008; van Praag, Christie, Sejnowski, & Gage, 1999a;
van Praag ym. 2005). Néissd tutkimuksissa on todettu, ettd pykdldpoimun neurogeneesi to-
dennékoisesti vélittdd litkunnan positiivisia vaikutuksia oppimiskykyyn. Myds ihmistutki-
muksilla on paddytty tulokseen, ettd litkunta edistdd oppimista ja muistitoimintoja (Chaddoke
ym. 2010; Erikson ym. 2011). Yksilon maksimaalisen suorituskyvyn tasoa kuvaavan
VO,max:n eli maksimaalisen hapenottokyvyn on todettu olevan positiivisesti yhteydessi hip-
pokampuksen kokoon ja kognitiiviseen kyvykkyyteen niin nuorilla (Chaddokc ym. 2010)
kuin vanhemmilla henkil6illd (Erikson ym. 2011). Thmisilld hippokampuksen koon on arvioi-
tu olevan yhteydessd neurogeneesin lisddntymiseen hippokampuksessa (Erikson ym. 2011).
Vanhuudessa hippokampuksen koko yleenséd pienenee, mutta Erikson ym. (2011) osoittivat,

ettd litkunta voi tistdkin huolimatta kasvattaa hippokampuksen kokoa.

Juoksun vaikutuksia neurogeneesiin on tutkittu vain aerobisella tasolla eli kohtalaisella rasi-
tuksella, noin 65-85 % VO,max:stéd, tehdylld juoksuharjoittelulla (Clark ym. 2009; Rhodes
ym. 2003; Uda, Ishido, Kami, & Masuhara, 2006; van Praag ym. 1999a; van Praag ym. 2005;
Wu ym. 2008). Niisséd tutkimuksissa aerobinen harjoitus on toteutettu joko vapaaehtoisena
juoksuharjoitteluna juoksupyorissd (Clark ym. 2009; Rhodes ym. 2003; van Praag ym.
1999a; van Praag ym. 2005) tai juoksumatolla tehdylld harjoituksella (Uda ym. 2006; Wu
ym. 2008). Riippumatta aerobisen juoksuharjoittelun toteutusmuodosta, juoksun on todettu
lisddvén jyrsijoiden neurogeneesid idstd ja sukupuolesta riippumatta (Clark ym. 2009; Rhodes
ym. 2003; Uda ym. 2006; van Praag ym. 1999a; van Praag ym. 2005; Wu ym. 2008). Juoksi-
joiden uusien hermosolujen on todettu myds kypsyvin ja sdilyvén paremmin kuin liikkumat-

tomilla eldimilld (mm. Uda ym. 2006; van Praag ym. 1999a; Wu ym. 2008).



Vaikka neurogeneesi lisddntyy harjoittelun seurauksena idstd riippumatta, juoksun vaikutus
neurogeneesiin on suurempi nuorilla kuin vanhoilla eldimilld (van Praag ym 2005). Lisdksi
vanhojen liikkuvien hiirten neurogeneesi ei ole samaa luokkaa, kuin nuorilla, ei liikkuvilla
hiirilld, vaan nuorilla uusia soluja kasvaa enemmaén kuin vanhoilla liikunnasta riippumatta
(van Praag ym. 2005). On my0s huomioitava, ettd todennékdisesti litkkunnalla voidaan kas-
vattaa neurogeneesii tiettyyn tasoon saakka ldhes suoraviivaisesti, jonka jilkeen neurogenee-

sin mdara tasaantuu (Rhodes ym. 2003).

Juoksuharjoittelulla aikaan saadut uudet hermosolut muodostuvat rakenteeltaan samanlaisiksi
nuorilla ja vanhoilla jyrsijoilla (van Praag ym. 2005). Solujen kypsyminen tdydelliseen muo-
toonsa voi olla kuitenkin hitaampaa idkkailld hiirilld, ja kypsyminen saattaa olla epitdydelli-
sempdd verrattuna nuoriin hiiriin (van Praag ym. 2005). Neurogeneesin ohella juoksuharjoit-
telu voi lisdtd pykédldpoimun hermosolujen aktiivisuutta (Clark ym. 2008; van Praag ym.
1999a). Hermosolujen aktiivisuuden ja synapsien muovautuvuuden takana voivat olla morfo-
logiset muutokset hermosoluissa (Vivar ym. 2012). Juoksuharjoittelun seurauksena muun
muassa pykéldpoimun jyvdsolujen dendriittien pituus ja monimutkaisuus sekd hermosolujen

okaiden mééré saattavat kasvaa (Eadie, Redila, & Christie, 2005).

Uudet hermosolut muodostuvat usein verisuonien ldheisyyteen, joten my0s vaskularisaatiolla
eli verisuonituksella on vaikutusta neurogeneesiin (Ahlskog, Geda, Graff-Radford, & Peter-
sen, 2011). Juoksuharjoittelun on todettu kasvattavan pykéldpoimun verisuonipinta-alaa
(Clark ym. 2009; Creer ym. 2010; van Praag ym. 2005), verisuonien ldpimittaa (van Praag
ym. 2005) sekd verenkierron tilavuutta (Pereira ym. 2006). Angiogeneesin ilmeneminen eli
uusien verisuonien kasvu ja verenkierron tehostuminen neurogeneesille tyypillisesséd paikas-
sa, pykéldpoimussa, litkunnan seurauksena ei ole ylldttdvad, koska uusien hermosolujen
muodostuminen tarvitsee aineenvaihduntaa tuekseen (Clark ym. 2009). Voi myds olla, ettd
verenkierron parantuminen liséd liikuntaan liittyvad hermosolujen aktivaatiota pykédldpoimus-
sa (Clark ym. 2009). Vanhoilla hiirilld ei tiedetd esiintyvén verisuonistossa muutoksia pyké-
lapoimussa juoksuharjoittelun seurauksena (Creer ym. 2010; van Praag ym. 2005). Verisuon-
ten muovautuvuuden puute juoksuharjoittelun jélkeen vanhoilla hiirill4 voi johtua idn myo6ta

alentuneista verisuonten kasvutekijdtasoista (van Praag ym. 2005).



Monet hermo- ja verisuonikasvutekijdt, jotka vastaavat hermoston ja verisuoniston kehittymi-
sestd sekd sdilymisestd, ovat tdrkeitd liikunnan aikaansaamien hyotyjen ndkymisessi aivota-
solla (Vivar ym. 2012). Hermokasvutekijoistd juoksuharjoittelu lisid muun muassa aivoperii-
sen hermokasvutekijin (BDNF), fibroblasti-kasvutekijin (FGF-2) sekd hermokasvutekijin
(NGF) ilmenemistd hippokampuksessa (Berchtold ym. 2005, Farmer ym. 2004, Goémez-
Pinilla,, Dao, & So, 1997; Neeper, Gomez-Pinilla, Choi, & Cotman, 1996). Verisuonikasvu-
tekijoistd verisuonten endoteelin kasvutekija (VEGF) sekd insuliinin kaltainen kasvutekijé 1
(IGF-1) vaikuttavat juoksuharjoittelulla aikaansaatujen verisuonistomuutosten ilmenemiseen
hippokampuksessa (Fabel ym. 2003; Lopez—Lopez, LeRoith, & Torres-Aleman, 2004.).
VEGEF ja IGF-1 on lisdksi yhdistetty hippokampuksen neurogeneesiin (Trejo, Lorens-Martin,
& Torres-Aleman, 2008; Vivar ym. 2012).

Vaikka liitkunnalla on todettu olevan paljon myonteisid vaikutuksia oppimiseen ja aivojen
rakenteeseen, on vield epéselvéd, johtuvatko litkunnan edut tietyn kynnystason ylityksestd,
vai onko liitkunnan kestolla ja intensiteetilld vaikutusta kognitiivisiin kykyihin sekd aivojen
toimintaan (Ahlskog ym. 2011). Aiemmissa tutkimuksissa, joissa on tutkittu juoksuharjoitte-
lun vaikutuksia hippokampuksen neurogeneesiin ja verisuonistoon, on kéytetty aerobista
juoksuharjoittelua harjoittelumuotona. Anaerobisen harjoittelun eli korkean intensiteetin har-
joittelun, jossa suoritustaso ylittdd 85 % VO,max:std, vaikutuksia hippokampuksen neuro-
geneesiin tai vaskularisaatioon ei ole vield tutkittu. Mydskadn korkean intensiteetin interval-
liharjoittelun (high intensity interval training, HIIT) vaikutuksia hippokampukseen tai oppi-

miskykyyn ei ole tutkittu. HIIT:ssa anaerobinen ja aerobinen harjoittelu vaihtelevat.

Tésséd tutkimuksessa pyritddn selvittimidn aerobisen harjoittelun vaikutuksia hippokampuk-
sen pykédldpoimun neurogeneesiin ja verisuonistoon rotilla. Aerobisen juoksuharjoittelun on
todettu kasvattavan niin neurogeneesid kuin verisuoniston tiheyttd pykéldpoimussa (mm.
Clark ym. 2009; van Praag ym. 2005). Téten my0s tdssd tutkimuksessa oletetaan, ettd aerobi-
nen harjoittelu lisdd neurogeneesid sekd vaskularisaatiota. Lisdksi tutkimuksessa pyritddn
selvittimddn HIIT:n vaikutuksia hippokampuksen pykéldpoimun neurogeneesiin ja ve-
risuonistoon rotilla. Koska VO,max:n on todettu olevan yhteydessd hippokampuksen kokoon
ja oppimiskykyyn, niin oletettavasti juoksuharjoittelu, joka edistid VO,max:n kasvua, lisda
my0s neurogeneesid. HIIT:n on todettu edistdvin VO,max:n paranemista enemmén kuin ae-
robisen harjoittelun tai anaerobisen harjoittelun (Helgerud ym. 2007). Lisdksi anaerobisen

harjoittelun on todettu akuutisti, heti suorituksen jédlkeen, johtavan parempiin tuloksiin kogni-



tiivisissa tehtdvissd sekd korkeampaan seerumin BDNF -tasoon verrattuna henkildihin, jotka
lepdsivit, tai jotka suorittivat aerobisen harjoituksen ennen kognitiivisia tehtdvid (Winter ym.
2007). Taten aerobisen harjoittelun ohella myds HIIT:n oletetaan kasvattavan neurogeneesii
ja verisuoniston tiheyttd pykildpoimussa. Tutkimuksessa pyritdédn myds vertailemaan aerobi-
sen harjoittelun ja HIIT:n tuloksia toisiinsa. Aiemman tutkimustiedon puutteen vuoksi on
vaikea sanoa, kuinka harjoittelumuotojen neurogeneesin ja vaskularisaation tulokset suhteu-
tuvat toisiinsa. Tutkimuksessa arvioidaan liséksi juoksukehityksen ja juoksusuorituksen yhte-
yksid hippokampuksen neurogeneesiin ja verisuonitukseen. Juoksukehitys ja juoksusuoritus
ovat todenndkdisesti positiivisessa yhteydessd ainakin pykaldpoimun neurogeneesiin, toden-
nikoisesti my0Os vaskularisaatioon. Aiemmissa tutkimuksissa juoksun mééran on todettu ole-
van yhteydessd neurogeneesiin (Rhodes ym. 2003) ja fyysisen suorituskyvyn hippokampuk-
sen kokoon (Chaddokc ym. 2010; Erikson ym. 2011.).

2 MENETELMAT

2.1 Koe-eldimet ja olosuhteet

Tutkimukseen mydnnettiin koe-eldinlupa kansalliselta eldinkoelautakunnalta. Koe-eldimind
kiytettiin 44 HRT-kannan (high responders for aerobic training) uros-rottaa, joiden feno-
tyyppid ei ollut selvitetty. Tdmén tutkimuksen rotat ovat osa suurempaa tutkimusta, jossa oli
myds LRT-kannan (low responders for aerobic training) rottia. Kaikki rotat saapuivat Yhdys-
valloista Suomeen 6-8 kuukauden ikdisind. Rotat totuttelivat aluksi muutaman kuukauden
uuteen ympdristdon ennen varsinaisen tutkimusjakson alkua. Rotat elivdt yksin hikeissa,
joissa oli tarjolla peséntekomateriaalia, vettd ja ruokaa. Osa rotista oli hdkeissd, joissa oli
juoksupyord. Juoksupyoréllisten hdkkien koko oli 480 x 265 x 210 mm ja juoksupyoréttomi-
en héakkien 595 x 380 x 200 mm. Ruokana oli normaalia rotan ruokaa (R36, Labfor/Lactamin,
Kimstad, Ruotsi), jonka energia-pitoisuus oli 300,93 kcal / 100 g (1260 kJ / 100 g). Juomave-
si vaihdettiin kolmen péivén vélein ja vesipullot viikon vélein. Hikkien olosuhteet oli vakioi-
tu niin, ettd lampdatila oli 21 + 2 °C ja kosteus 50 + 10 %. Rotat elivit valorytmilld 12:12 (klo

8-20 valot paalla, klo 20-8 valot pois péiltd).



2.2 Koeasetelma

Ennen kokeen alkua rotat jaettiin satunnaisesti neljdén eri ryhméén. Ryhmat olivat aerobinen
juoksuharjoittelu- eli juoksupyordharjoittelu -ryhmé (running wheel, RW, n = 12), korkean
intensiteetin intervalliharjoittelu -ryhma (high intensity interval training, HIIT, n = 13) sekd
kaksi eri kontrolliryhmii: kontrolliryhm4, joka ei juossut ollenkaan kokeen aikana (sedentary
control, SedC, n = 8) ja kontrolliryhmi, joka juoksi vain ennen ja jdlkeen intervention tehdyt
juoksutestit (control, C, n = 11). Interventio kesti 7 viikkoa. RW -rotilla oli hikeissddn jatku-
vasti vapaassa kiytossddn juoksupyord, joka oli kytketty tietokoneeseen. Ndin RW -rottien
juoksumatkaa pystyttiin seuraamaan tietokonevilitteisesti vuorokauden ympdéri viikon jokai-
sena pdivdnd. HIIT -rotat harjoittelivat kolmesti viikossa korkean intensiteetin intervallihar-
joittelua. Harjoituksen aluksi rotat juoksivat 5 minuuttia 50-60 % tasolla maksimikapasitee-
tistaan. Tdmén jdlkeen rotat juoksivat kolme perdkkaistd intervallisarjaa. Yksi sarja koostui
kolmen minuutin juoksusta 85-90 % tasolla ja kahden minuutin juoksusta 50 % tasolla mak-

simikapasiteetistd. Juoksumaton kulma oli koko harjoituksen ajan 10 astetta ylospéin.

HIIT -rotilta mééritettiin maksimaalinen juoksukapasiteetti ja maksimaalinen hapenottokyky
(VO,max) kerran viikossa hengityskammiossa tehdyn maksimaalisen juoksutestin avulla.
Maksimaaliseen suorituskykyyn pohjautuen pystyttiin méérittdimadn kullekin rotalle omat
viikoittaiset juoksunopeudet HIIT -harjoitusten ajalle, silld harjoitusten teho méériteltiin pro-
sentteina maksimaalisesta juoksukapasiteetista. Myds RW- ja C-rotille tehtiin maksimikapa-
siteetin médrittdvit juoksumattotestit ennen intervention alkua ja sen péaétyttyd. Juoksumatto-
testi tehtiin kolmena perdkkdisend pdivdnd ennen interventiota C-, RW- ja HIIT -rotille, sekd
kolmena perdkkiisend pdivdnd intervention jdlkeen C- ja RW -rotille. Paras tulos néisté kol-
mesta jdi voimaan. Yksi juoksumattotesti kolmesta tehtiin hengityskammiossa VO,max:in
madrittdmiseksi. HIIT rotat tekivit ensimmadistd kertaa lukuun ottamatta juoksutestin kerran
viikossa eli vain kerran my0s intervention pééttyessd. Juoksumattotestid ennen rotat lammit-
telivdt viiden minuutin ajan nopeudella 89 m/min. Testi alkoi 10 m/min juoksunopeudella,
jonka jdlkeen juoksunopeutta nostettiin joka toinen minuutti 2,4 m/min. SedC -rotat eivét

tehneet juoksumattotestid ollenkaan kokeen aikana.

Kokeen aikana rotille tehtiin myds muita testejd (mm. glukoositoleranssikoe, kéyttaytymis-

kokeita ja DEXA-mittaus) ja otettiin erilaisia néytteitd (mm. verindytteet). Néitd testejd ja



ndytteitd ei kuitenkaan hyddynnetd tdsséd tutkimuksessa, joten niitd ei késitelld tdssd enempaa.
Rotilta seurattiin viikoittain painoa ja ruokailua koko kokeen ajan. Kaikki rotat lopetettiin
intervention jélkeen. Lopetuksen ja edellisen juoksuharjoittelun (HIIT -harjoittelun tai juok-
sumattotestin) vélilld oli 48 tuntia. RW -rottien juoksupydrit lukittiin edellisen pdivin aikana
ennen lopetusta. Rotat nukutettiin hiilidioksidi-happiseoksella (40/60 %) ennen lopetusta ja
lopetukseen kaytettiin syddmen punktiota. Intervention lopussa rotat olivat noin 10-12 kuu-

kauden ikaisia.

2.3 Niytteistys

Rottien aivot keréttiin talteen ja eroteltiin kolmeen osaan: vasempaan ja oikeaan aivopuolis-
koon seké pikkuaivoihin. Aivojen osat siirrettiin 4 % paraformaldehydiin 48 tunniksi. Rottien
aivoista leikattiin satunnaisesti joko oikea tai vasen aivopuolisko hippokampuksen alueelta
40 wm viipaleiksi vibratomilla (LEICA VT 1000 S automaattinen vibratomi). Viipaleita ke-
rittiin 12 kymmenen viipaleen sarjaa. Kymmenen sarjaa kerittiin eppendorf-putkiin ja kaksi
sarjaa laseille. Nédin jokaisessa eppendorf-putkessa tai lasissa oli kattava 10 viipaleen edustus
koko hippokampuksen alueelta. Eppendorf-putket oli tdytetty jdénestoaineella (sakkaroosi
150 g + 200 ml 0,1 M fosfaattipuskuri + 150 ml etyleeniglykoli, pH 7,6). Naytteiden kerdyk-
sen jilkeen ndyteputket varastoitiin pakkaseen. Aivoaineisto kerittiin kaikilta muilta rotilta,
paitsi ryhmaltd C. Tdma siksi, koska aivomittareihin ei haluttu kontrolliryhmaélle mink&énlai-
sia juoksuvasteita. C ryhmi juoksi maksimaalisen juoksutestin ennen ja jdlkeen intervention

toisinkuin SedC, joka ei juossut ollenkaan kokeen aikana.

2.3.1 Verisuonien virjiys — RECA-1.

Verisuonien virjdys tehtiin vapaasti kelluville néytteille RECA-1 primédrivasta-aineella.
Naytteet siirrettiin 0,1 M PBS-liuokseen (Phosphate Buffered Saline, pH 7,6) jdénestoainees-
ta ja jarjestettiin vérjdyskelkkoihin. Jddnestoaine pestiin pois 0,1 M PBS-liuoksella ( 3 x 15
minuuttia). Tdmén jdlkeen viipaleista estettiin peroksidaasien ilmenemistd 1 % vetyperoksidi-
liuoksella puolen tunnin ajan. Seerumin héirintd estettiin 3 % normal goat serum (ab7481,
Abcam tai Goat Serum PAA Lot.no 803509-7023) 0,1 M PBS —liuoksella. Tdmén jélkeen
viipaleet siirrettiin RECA-1 (1:2000) primdirivasta-aineeseen: 1 x 0,5M TBS-T (Tris-

buffered saline with Triton X-100) + 0,01 x normal goat serum + 0,0005 x mouse anti-rat



RECA-1 (ST-MCA970R, AbDSerotec). Naytteet olivat primiérivasta-aineen ajan pimedssa

yon yli, vihintdin 18 tuntia.

Aamulla primédrivasta-aine pestiin pois 0,5 M TBS-T liuoksella (3 x 5 minuuttia) ja ndytteet
siirrettiin kahdeksi tunniksi goat anti-mouse biotin (1:500) sekundaarivasta-aineeseen: 1 x 0,5
M TBS-T + 0,002 x goat anti-mouse IgG Antibody (Abcam: goat polyclonal secondary anti-
body to mouse IgG1-heavy chain, Biotin, pre-absorbe). Sekundaarivasta-aine pestiin pois 0,5
M TBS-T liuoksella (3 x 5 minuuttia) ja ndytteet siirrettiin kahdeksi tunniksi Streptavidin
(1:1000) tertiddrivasta-aineeseen: 1 x 0,5 M TBS-T + Streptavidin-Horseradish Peroxidase
Conjugate (RPN1231, GE Healthcare/VWR). Tertiddrivasta-aine pestiin pois 0,5 M TBS-T
liuoksella (3 x 5 minuuttia). Tdmén jélkeen ndytteet siirrettiin DAB-liuokseen: 1 x tris buffer
(pH 7,6) + 0,05 x (30 % H,0,) + DAB (D5905-50TAB, Sigma). Niytteet olivat DAB-
liuoksessa niin kauan, kunnes suurimmat verisuonet pystyttiin erottamaan leikkeistd silma-
maérdisesti. DAB pestiin pois 3 x 1 minuutin pesuilla 0,1 M fosfaattipuskuriliuoksessa (pH
7,6). Tamén jdlkeen néytteet siirrettiin lasille gelatiinissa ja laitettiin kuivauskaappiin (+ 37

°C) kuivumaan viahintéddn vuorokauden ajaksi.

2.3.2 Uusien hermososlujen virjiys — Doublecortin

Uusien verisuonien vérjdys tehtiin vapaasti kelluvilla ndytteilld Doublecortin primédérivasta-
aineella. Doublecortin -vérjdysprotokolla oli samanlainen, kuin RECA-1 —virjdys, lukuun
ottamatta seuraavia poikkeuksia. Doublecortin -vérjdyksessd priméérivasta-aineena oli 1:250
doublecortin antibody sc-0866 (Santa Cruz Biotechnology) ja sekundaarivasta-aineena oli
1:500 Biotinylated Rabbit Anti-Goat IgG Antibody (BA-5000, Vector Labs/Mediq). Double-
cortin -vérjayksessd jddnestoaineen pois pesun jilkeen niytteitd keitettiin sitruunahappoliu-
oksessa (pH 6) 80 °C:ssa 30 minuuttia, jonka jélkeen néytteitd jadhdytettiin fosfaattipuskuri-
liuoksessa 15 minuuttia ennen peroksidaasi-plokkausta. Seerumin hiirinndn estdmisvaihetta
ei tehty doublecortin -virjayksessd. Niytteet pestiin (3 x 5 min) TBS-T liuoksessa ennen

priméddrivasta-aineeseen laittoa.

Koska doublecortin -vérjdyksessd ei tehty seerumin hiirinnén estdmisvaihetta, virjéttiin jo-
kaisesta ryhmadstd (RW, HIIT ja SedC) kontrollivdrjdys ilman priméérivasta-ainetta, muun

protokollan ollessa tdysin samanlainen. Ndin haluttiin varmistaa, etteivét epdspesifiset alueet,
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eli muut alueet kuin uudet hermosolut, virjdydy vérjdysprotokollan muiden vaiheiden tulok-

sena hippokampuksessa.

2.3.3 Hermosolujen virjiays — Kresyylivioletti

Aivokudoksen rakenteen selvittdmiseksi leikkeet virjéttiin RECA-1 ja Doublecortin -
vérjdysten jilkeen kresyylivioletilla, joka virjdd solurungot. Lasilla olevia kuivattuja néytteitad
kasteltiin ensin tislatussa vedessd (dH,O) noin kolmen minuutin ajan. Tdmin jdlkeen ndytteet
siirrettiin 0,1 % kresyyliviolettiliuokseen, jossa ndytteet olivat niin kauan, ettd violetti véri oli
tarttunut hyvin leikkeisiin. Suurin osa véristd huuhdottiin tislatussa vedessd ennen kuin néyt-
teet kuljetettiin nousevan alkoholisarjan (70 %, 95 % ja 100 % etanolia) 14pi vérjdyksen haa-
listamiseksi haluttuun tummuusasteeseen. Kahteen ja puoleen desilitraan 70 % alkoholia oli
lisédtty 4 tippaa etikkahappoa virinpoiston tehostamiseksi. Alkoholisarjan péaitteeksi niytteet
siirrettiin ksyleeniin viideksi minuutiksi ja toiseksi viideksi minuutiksi uuteen, puhtaaseen

ksyleeniin ennen kuin néytteet peitettiin liiman (Depex) avulla peitinlasin alle.

2.4 Aineiston analysointi

Rottien hippokampus oli sen verran pieni, ettd kymmenen vérjityn leikkeen sijaan 9 leiketta
riitti kattamaan koko hippokampuksen. Doublecortin-vasta-aineella vérjétyistd kudosleikkeis-
td laskettiin hippokampuksen pykildpoimun alueelta kaikki uudet hermosolut kdyttden apuna
valomikroskooppia. Jotkut leikkeet olivat repaleisia pykdldpoimun alueelta. Niistd leikkeistad
arvioitiin hdvikin osuus koko leikkeen osuudesta ja laskettiin puuttuvan osan solut kertomalla
niytteestd 16ydetyt solut hiavikin osuudella. Néin koko ndytteen solumaéré laskettiin kaavalla:
ndytteestd lasketut solut + ndytteestd lasketut solut x havikki desimaaleina. Joistain aivoista ei
saatu kaikkia ndytettd analysoitavaksi, koska ndytteet olivat jdédtyneet, revenneet pahoin tai
muuten vaurioituneet. Ndiden puuttuvien leikkeiden soluméiré arvioitiin muiden saman ryh-
méin (HIIT, RW tai SedC) saman leikkeen keskiarvona. Arvio tehtiin ndin, koska pykald-
poimun solumééri vaihteli sen mukaan, missd kohdin hippokampusta (dorsaalisessa vai vent-
raalisessa osassa) ndyte sijaitsi. Kun kaikki solut oli laskettu, kerrottiin kunkin rotan néytteis-
td laskettu solumiiré kahdellatoista, jotta saatiin koko hippokampuksen uusien solujen méara

arvioitua. Kun yhden hippokampuksen solumédiri oli arvioitu, kerrottiin timd luku vield kah-
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della, jotta tiedettdisiin yhteismaddrd molempien aivopuoliskojen hippokampusten uusista so-

luista pykéldpoimun alueelta.

Vaskularisaatiota arvioitiin laskemalla verisuonten mielivaltaisia yksikoitd (arbitrary units)
hippokampuksen pykéldpoimun neurogeeniseltd alueelta. Téssd tutkimuksessa mielivaltaisilla
yksikdillad tarkoitetaan verisuonialueita pykédldpoimun neurogeeniselld alueella suhteessa py-
kildpoimun alueelta otettujen kuvien pinta-aloihin. Vaskularisaatiota arvioitiin vain dorsaali-
sesta hippokampuksesta, koska aikaresurssien vuoksi ei ollut mahdollista analysoida koko
pykdldpoimun aluetta ja dorsaalinen hippokampus erosi uusien hermosolujen miérdssi
enemmadn, kuin ventraalinen osa (yksisuuntainen varianssianalyysi). Vaskularisaation arvioi-
miseksi aivoleikkeistd otettiin kuvia pykdlapoimun dorsaalisesta osasta eli neljdstd viimeises-
td leikkeestd. Kuvista laskettiin ImageJ-ohjelmaa kéyttden verisuonien mielivaltaiset yksikot
pykildpoimun neurogeeniseltd alueelta eli alueelta, jossa uusien solujen muodostumista ta-

pahtuu. Tutkimuksen kulku on kokonaisuudessaan esitetty kuviossa 1.

2.5 Tilastolliset menetelméit

Juoksuharjoittelun tulosta mééritettdessd ryhmien normaalijakautuneisuutta testattiin Kolmo-
gorov-Smirnov -testilld. Koska kaikki ryhmét eivét olleet normaalisti jakautuneita, kéytettiin
Wilcoxonin testid madrittimiin eroa maksimaalisessa juoksusuorituksessa ennen ja jilkeen

intervention.

Neurogeneesin ja vaskularisaation méérittdmisessd ryhmien normaalijakautuneisuutta testat-
tiin Kolmogorov-Smirnov -testilld, jonka jélkeen varianssien yhtdsuuruus testattiin Levenen
testilld. Koska ryhmit olivat normaalisti jakautuneita ja varianssit olivat yhtd suuria, kdytet-
tiin tilastollisena menetelminé yksisuuntaista varianssianalyysid. Parivertailuissa kéytettiin

LSD -testia.

Intervention jilkeen tehdyn juoksutestin sekd juoksutestituloksen muutoksen (juoksutulos
intervention jdlkeen — juoksutulos interventiota ennen) yhteyksid neurogeneesiin ja ve-
risuonipinta-alaan tutkittiin Pearsonin korrelaatiokertoimen testauksella. My6s neurogeneesin

ja vaskularisaation yhteytti toisiinsa testattiin tilld menetelmalla.
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Rotat (n = 44) Yhdysvalloista Suomeen 6-8 Kk ifissi

Suomessa 2-3 KK totutteluaika

Rottien jako satunnaisesti neljdin ryhmaiin:
I. Korkean intensiteetin intervalliharjoittelu
HIIT (n = 13)
2. Juoksupyordharjoittelu, RW (n = 12)
3. Kontrolli 1, SedC (n = §)
4. Kontrolli2, C (n = I1)

Maksimaalinen juoksutesti ryvhmille HIIT, RW ja C

7 viikon interventio:
HIIT ryhmille maksimaalinen juoksutesti kerran
viikossa + 3 kertaa viikossa HIIT harjoitus
RW ryhmiillii juoksupybrien vapaa kiyttd
vuorokauden ympiri
SedC ja C eiviit juokse

Maksimaalinen juoksutesti ryhmille C ja RW

Rottien lopetus ja aivojen preparointi

Aivojen leikkaus vibratomilla 40 pm viipaleiksi

LeikKkeiden viirjiys (RECA-1, Doublecortin ja
Kresyylivioletti)

Uusien hermosolujen laskeminen mikroskoopilla ja
verisuonipinta-alan méidiritys

KUVIO 1. Tutkimuksen kulku alusta loppuun. Nuoli osoittaa kulkusuunnan.

3 TULOKSET

3.1 Juoksuharjoittelun tulos

Vapaaehtoinen juoksuharjoittelu paransi rottien suoriutumista maksimaalisessa juoksutestissé

60 % (Wilcoxonin testi, p = .002) ja korkean intensiteetin intervalliharjoittelu paransi suoriu-
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tumista 25 % (Wilcoxonin testi, p = .04). Kontrolliryhmélld juoksusuoritus ei muuttunut in-
tervention aikana (Wilcoxonin testi, p = .65). Juoksuharjoittelun tulokset on esitetty kuviossa

2.

" ] juoksuPre
wxr B juoksuPost

60,00
*

40,007

20,007

juoksunopeuden keskiarvo +/- SE (m/min)

00
HIT RW

ryhma

KUVIO 2. Juoksuharjoittelun tulos mitattuna maksimaalisena juoksunopeutena. Vapaaehtoinen juok-
suharjoittelu paransi suoriutumista maksimaalisessa juoksutestissd 60 % ja HIIT harjoittelu 25 %.
Kontrolliryhmélla ei tapahtunut muutosta juoksuharjoittelussa ennen ja jilkeen intervention tehdyissi

mittauksissa. (* p <.05 ** p <.001)

3.2 Neurogeneesi

Neurogeneesissd huomattiin eroja ryhmien vililld (yksisuuntainen varianssianalyysi: F (2,
24) =40.7, p < .001). Vapaaehtoinen juoksuharjoittelu lisdsi neurogeneesid hippokampuksen
pykéldpoimussa 2,7 -kertaisesti SedC -ryhmédn ndhden (parivertailuna LSD, p < .001) ja
kaksinkertaisesti HIIT ryhméén ndhden (parivertailuna LSD, p <.001). Neurogeneesissd néh-
tiin myOs suuntaa antava, ei tilastollisesti merkitsevi tulos siitd, ettd HIIT harjoittelu lisda
neurogeneesid 35 % SedC ryhméddn ndhden (parivertailuna LSD, p = .089). Neurogeneesin

tulokset on esitetty kuviossa 3. Tuloksia on havainnollistettu kuvassa 1.
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4,004
*ekxk
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3,007

(keskiarvo + /- SE)
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T

1,007 _1_-
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Neurogeneesi suhteutettuna SedC-ryhmaan

T
HIT SedC

ryhma

KUVIO 3. Neurogeneesi hippokampuksen pykéldpoimussa suhteutettuna kontrolliryhméén (SedC =
1). RW ryhmaélld neurogeneesi oli 2,7-kertainen SedC —ryhméén ndhden ja kaksinkertainen HIIT
ryhméén ndhden. HIIT —ryhmélld neurogeneesi oli 35 % suurempaa, kuin SedC —ryhmailld, mutta
tulos ei ollut tilastollisesti merkitseva (p = .089). (*** p <.001)
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kuvissa ruskealla. Hippokampuksen pykélédpoimun rakenne sinisella.

3.3 Vaskularisaatio

Verisuonten mielivaltaisten yksikéiden méérd hippokampuksen pykildpoimun dorsaalisessa
osassa ei eronnut eri ryhmien kesken (Yksisuuntainen varianssianalyysi: F (2, 30) =1.33,p =
.28), vaan kaikilla ryhmilld verisuonten mielivaltaisten yksikdiden méérd oli keskimédirin

0,2:n luokkaa. Hajonta oli kuitenkin erittdin suurta eri rotilla vaihdellen 0,06-0,48 valilla.
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Vaskularisaation tulokset on esitetty kuviossa 4 ja kuva vaskularisaatiosta hippokampuksen

pykéldpoimussa on esitetty kuvassa 2.

1,50

1,00

(keskiarvo + /- SE)

,507]

Vaskularisaatio suhteutettuna SedC-ryhmaan

.00~

I
HIT SedC

ryhma

KUVIO 4. Ryhmien vililld ei ollut tilastollisesti merkitsevid eroja hippokampuksen pykéildpoimun

dorsaalisen osan vaskularisaatiossa verisuonten mielivaltaisilla yksikdilld méériteltyna.

KUVA 2. Vaskularisaatio hippokampuksen pykéldpoimussa (mikroskooppikuva 40x suurennoksella).

Pykéldpoimun rakenne nékyy sinisend ja verisuonisto ruskealla (nuolet).



17

3.4 Korrelaatioiden tarkastelu

Juoksutuloksen muutos korreloi positiivisesti intervention jilkeen tehdyn juoksutestin tulok-
sen kanssa (Pearsonin korrelaatiokertoimen testaus, r = .82, p < .001, n = 36). Mitd suurem-
man muutoksen rotta oli saanut aikaan juoksukehityksesséén, sitd parempi tulos juoksutestis-

sd rotalla oli intervention jdlkeen. Tulos on esitetty kuviossa 5.

ryhma

o RW
= HIT
o aC

80,004

70,004

60,00+

50,004

40,00+

juoksutestin tulos intervention jalkeen (m/min)

30,004

T T T T T T T
20,00 10,00 .00 10,00 20,00 30,00 40,00
juoksutuloksen muutos (m/min)

KUVIO 5. Juoksutuloksen muutos korreloi positiivisesti intervention jilkeen tehdyn juoksutestin

tuloksen kanssa (r = .82, p <.001).

Pykéldpoimun neurogeneesi korreloi positiivisesti juoksutuloksen muutoksen kanssa, kun
HIIT ja RW -ryhmié tarkasteltiin yhdessd (Pearsonin korrelaatiokertoimen testaus, r = .47, p
=.036, n = 20). Liséksi pykéldpoimun neurogeneesi korreloi voimakkaan positiivisesti inter-
vention jdlkeen tehdyn juoksutestin tuloksen kanssa (Pearsonin korrelaatiokertoimen testaus,
r=.82, p <.001, n =20), kun HIIT ja RW —ryhmié tarkasteltiin yhdessé. Erikseen tarkastel-
tuna korrelaatioissa ei saatu aikaan tilastollisesti merkitsevid yhteyksid. Korrelaatiot on esitet-

ty kuvioissa 6 ja 7.
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KUVIO 6. Pykéldpoimun neurogeneesi korreloi positiivisesti (r = .47) juoksutuloksen (maksimaali-

nen juoksunopeus, m/min) muutoksen kanssa (p =.036, n = 20). SedC-ryhmin neurogeneesi = 1.

ryhma

= HIT
O RW

3,00
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neurogeneesi suhteutettuna SedC -ryhmaan
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juoksutestin tulos intervention jalkeen (m/min)

KUVIO 7. Pykéldpoimun neurogeneesi korreloi voimakkaan positiivisesti (r = .82) intervention jil-

keen tehdyn juoksutestin tuloksen kanssa (p <.001, n = 20). SedC-ryhmén neurogeneesi = 1.

Pykéldpoimun vaskularisaatio ei korreloinut tilastollisesti merkitsevisti juoksutuloksen muu-

toksen kanssa, kun HIIT ja RW -ryhmié tarkasteltiin yhdessé (Pearsonin korrelaatiokertoimen
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testaus, r = - .36, p = .077, n = 25). Negatiivinen suuntaa antava korrelaatio kuitenkin saatiin
aikaiseksi muuttujien vilille, silld p:n arvo oli pienempi kuin .10. Mydskddn pykildpoimun
vaskularisaatio ei korreloinut tilastollisesti merkitsevisti intervention jdlkeen tehdyn juoksu-
testin tuloksen kanssa (Pearsonin korrelaatiokertoimen testaus, r = - .37, p = .073, n = 25),
kun HIIT ja RW —ryhmia tarkasteltiin yhdessa. Tédssdkin néhtiin kuitenkin samanlainen suun-
taa antava negatiivinen yhteys p:n arvon ollessa pienempi kuin .10. Ryhmii erikseen tarkas-
teltuna korrelaatioissa ei saatu aikaan tilastollisesti merkitsevid yhteyksid. Vaskularisaation ja
juoksumuuttujien vélisten korrelaatioiden tulokset on esitetty kuvioissa 8 ja 9. Neurogeneesin
ja vaskularisaation vililla ei ollut tilastollisesti merkitsevdi korrelaatiota (Pearsonin korrelaa-

tiokertoimen testaus, r = - .26, p =.19, n = 27).

ryhma

[ ] O RW
= HIT

2,00+ [ ]

1,50+

1,004

507

Vaskularisaatio suhteutettuna SedC-ryhmaan

T T T T T T T
20,00 10,00 .00 10,00 20,00 30,00 40,00

juoksutuloksen muutos (m/min)

KUVIO 8. Juoksutuloksen muutoksen ja hippokampuksen pykildpoimun vaskularisaation vililld ha-

vaittiin negatiivinen suuntaa antava yhteys (r = - 36, p = .077). SedC-ryhmin vaskularisaatio = 1.
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KUVIO 9. Intervention jidlkeen tehdyn juoksutestin tuloksen ja hippokampuksen pykildpoimun vas-
kularisaation vililld havaittiin negatiivinen suuntaa antava yhteys (r = - .37; p = .073). SedC-ryhmin

vaskularisaatio = 1.

4 POHDINTA

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittidd, kuinka aerobinen juoksuharjoittelu ja korkean inten-
siteetin intervalliharjoittelu vaikuttavat hippokampuksen pykéldpoimun neurogeneesiin ja
vaskularisaatioon rotilla. Hypoteesina oli, ettd aerobinen juoksuharjoittelu sekd HIIT lisdavit
neurogeneesid ja vaskularisaatiota pykildpoimussa. Aerobisen juoksuharjoittelun todettiin
hypoteesin mukaisesti kasvattavan neurogeneesid tehokkaasti seitsemin viikon intervention
jédlkeen. Hypoteesista poiketen HIIT-harjoittelulla ei onnistuttu kasvattamaan neurogeneesia.
Lisdksi huomattiin, ettei aerobinen juoksuharjoittelu tai HIIT saanut aikaan vasteita pykala-

poimun vaskularisaatiossa verrattuna SedC-ryhmaéén, vaikka hypoteesissa néin oletettiinkin.

4.1 Neurogeneesi

Téassd tutkimuksessa aerobinen juoksuharjoittelu lisdsi neurogeneesid noin 10 kuukauden

ikdisilld rotilla ldhes kolminkertaisesti verrattuna SedC -ryhméén ja kaksinkertaisesti verrat-
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tuna HIIT:uun. Aiemmissa tutkimuksissa, joissa oli tutkittu juoksun vaikutuksia hippokam-
pukseen, ei oltu tutkittu 10 kuukauden ikéisid jyrsijoitd, vaan eldimet ovat olleet joko selvésti
vanhempia tai selvdsti nuorempia. Lukuun ottamatta hyvin idkkaitd eldimid, aiemmat tutki-
mukset ovat péddtyneet tulokseen, ettd aerobinen juoksuharjoittelu lisdd jyrsijéiden neuro-
geneesid pykéldpoimussa (Clark ym. 2008; Creer ym. 2010; Kempermann, & Gage, 1999b;
van Praag ym. 2005). Téten tdmé tutkimus tukee aiempien tutkimusten 10ydoksid aerobisen

harjoittelun ja hippokampuksen neurogeneesin yhteyksista.

HIIT:1la ei saatu aikaan tilastollisesti merkitsevdd muutosta neurogeneesiin verrattuna SedC -
ryhméddn. Suuntaa-antava tulos neurogeneesin lisdéntymisestd kontrolliin verrattuna kuitenkin
havaittiin. Tdssé tutkimuksessa HIIT -ryhmaissé oli 13 rottaa, joista 11:sta rotan neurogeneesi
pystyttiin madrittdimain. SedC -ryhmissé oli kahdeksan rottaa, joista seitseméltd méadritettiin
neurogeneesi. Ryhmékoot olivat siis melko pienet. Jos aineisto olisi ollut suurempi, on mah-
dollista, ettd HIIT olisi eronnut tilastollisesti merkitsevésti SedC -ryhmistd. HIIT -ryhmén

neurogeneesin tulosta voivat selittid myds monet muut tekijét, joita arvioidaan seuraavaksi.

HIIT -ohjelma oli selvésti tehottomampi lisidmédn maksimaalista juoksukapasiteettia verrat-
tuna aerobiseen juoksuharjoitteluun. HIIT lisési juoksukapasiteettia vain 25 %, kun aerobi-
sessa harjoittelussa juoksukyvyt olivat kasvaneet samassa ajassa 60 %. Néin ollen myds juok-
sun vaikutukset aivoihin ovat saattaneet jaddd alhaisemmiksi. Titd teoriaa tukee my0s tdmén
tutkimuksen tulos siitd, ettd neurogeneesi korreloi positiivisesti juoksukapasiteetin kanssa
sekd juoksukapasiteetin muutosten kanssa. Koska juoksukapasiteetti jdi alhaisemmaksi HIIT
-ryhmén rotilla verrattuna RW -ryhmin rottiin, myds neurogeneesin miéré jii alhaisemmak-

si.

Voi olla, ettd HIIT oli aerobista juoksuharjoittelua tehottomampi juoksukapasiteetin paranta-
miseen, koska tdssd tutkimuksessa ei kontrolloitu ajallisesti harjoittelumddrid HIIT ja RW
ryhmien vélilld. HIIT -rottien harjoittelu oli kontrolloitu viikoittain maksimitestiin ja kolmeen
eri harjoitukseen, joiden kesto oli 20 minuuttia. RW ryhmaélli taas oli vapaa paésy juoksupyo-
rilleen vuorokauden ympéri ja néin ollen RW -rotat kuluttivat harjoitteluun selvésti enemmaén
aikaa kuin HIIT -rotat. Lisdksi RW -rotat liikkuivat juoksupydrissddn pdivittdin, kun taas

HIIT -ryhma sai liikuntaa vain neljésti viikossa.
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Toinen syy HIIT:n tehottomuuteen voi olla, ettd HIIT -rottien harjoitteluohjelmaa ei pystytty
laatimaan tarpeeksi rankaksi. HIIT -rottien maksimaalinen juoksukapasiteetti miériteltiin
viikoittain, minké perusteella laskettiin HIIT -harjoituksen tasot (50-60 % maksimikapasitee-
tista ja 85-90 % maksimikapasiteetista), joilla rotat juoksivat harjoituksensa. Vaikka rotat
yleisesti pitdvit juoksemisesta, niin ne eivit nauttineet maksimaalisesta juoksutuksesta. Ndin
ollen rotat ovat voineet lopettaa maksimitestin kesken ennen oikeaa maksimaalista tasoaan ja
sitd kautta my6s HIIT -ohjelman tasot ovat saattaneet jddda alhaisemmiksi, kuin oli tarkoitus.
Jos ndin on kdynyt, HIIT -harjoitus on saattanut jdddi kokonaan aerobiselle tasolle ja titen

tehottomammaksi suorituskyvyn parantamiseen.

Lisdksi tdytyy huomioida, ettd HIIT -ohjelmista on olemassa monia eri versioita, joissa kova-
tehoinen intervallijakso voi vaihdella 15 sekunnista muutamiin minuutteihin ja aktiivinen
palautus samalla tavalla. HIIT -ohjelman rakenne vaikuttaa myds hapenottokyvyn kehittymi-
seen (Bacon, Carter, Ogle & Joyner, 2013), joten ohjelman rakenteella voidaan ehki vaikut-
taa my0s neurogeneesin ilmenemiseen. Toisaalta Helgerud:n ym. (2007) tutkimuksessa ei
ndhty fyysisen kunnon kehittymisessd eroja 15/15 (anaerobinen juoksu/aktiivinen palautus)
sekunnin HIIT -ohjelman ja 4/3 minuutin HIIT -ohjelman vilill4, vaan molemmat olivat yhté
tehokkaita. Tassd tutkimuksessa HIIT -rotat juoksivat anaerobisella tasolla kolme minuuttia
ja kaksi minuuttia aerobisella tasolla. Vaikka HIIT -ohjelmien kirjo on suuri, Bacon ym. to-
tesivat katsausartikkelissaan 37 artikkelin pohjalta, ettd 3-5 minuutin intervalli voisi olla pa-
ras tapa lisdtd harjoittelukapasiteettia. Katsaus oli kuitenkin tehty ihmistutkimusten pohjalta.
Evolutionaalisesti ihminen on kehittynyt juoksemaan pitkid matkoja kestavyystasolla jahda-
tessaan saalista (Richter, Gass, & Fuss, 2014). Jyrsijét, kuten rotta, ovat taas tottuneet juok-
semaan pyrdahdysmdisesti saalistajaa pakoon. (Richter ym. 2014.) Voi siis olla, ettd tehokkain
tapa HIIT -ohjelman toteutukseen ja sen hydtyjen esiin saantiin ei ole samanlainen rotilla ja
thmisilld. HIIT -ohjelmien kirjon vaihtelua olisi hyddyllisté jatkossa tutkia myos neurogenee-
siin liittyvissd tutkimuksissa eldimilld. Lisédksi olisi kiinnostavaa teettdd samoilla HIIT -
ohjelmilla eldintutkimusten lisdksi ihmistutkimus, jossa tutkittaisiin erilaisten HIIT -
ohjelmien vaikutuksia neurogeneesiin epdsuorasti esimerkiksi MRI:114 ja hippokampusvilit-

teiselld oppimisella.

HIIT -ohjelman muodon lisdksi syy HIIT:n tehottomuuteen neurogeneesin lisdédjénd voi 10y-
tyd stressistd, sillda HIIT -harjoitukset ja viikoittainen maksimijuoksutesti ovat saattaneet olla

myds stressid kasvattavia tekijoitd rotille. Aiemmissa tutkimuksissa on huomattu, etti stressi
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vihentdd neurogeneesid hippokampuksessa (mm. Dagyte ym. 2009; Malberg & Duman
2003). Téssa tutkimuksessa HIIT -rottien stressitasoa on saattanut nostaa se, ettd HIIT -
ohjelma ei ollut rotille vapaaehtoinen vaan rotat pakotettiin juoksemaan tiettyd harjoitusoh-
jelmaa. Lisiksi, jos rotat eivit juosseet harjoituksen aikana, niin ne saivat laimeita sihkosok-
keja juoksumotivaation kasvattamiseksi. Aiemmissa tutkimuksissa on todettu, ettd sekd akuu-
tit ettd krooniset sdahkosokit lisddvét stressitasoa ja ehkiisevit neurogeneesid hippokampuk-
sessa (Dagyte ym. 2009; Malberg & Duman 2003). Juoksutus tehtiin myds péivésaikaan,
mikd saattaa lisdtd stressid rotilla, jotka ovat yoeldimid ja tottuneet nukkumaan piivisin ja
olemaan aktiivisia 6isin. Jos HIIT -rotat olivat tutkimuksen aikana stressaantuneita, voi juok-
suharjoittelun saama positiivinen vaikutus neurogeneesiin jaddd osin saavuttamatta stressin

aitheuttaman neurogeneesin laskun myota.

Yhteenvetona tdmin tutkimuksen perusteella voidaan sanoa, ettd noin 10 kuukauden ikiisten
rottien pykdldpoimun neurogeneesiin pystytidn vaikuttamaan paljon tehokkaammin vapaaeh-
toisella juoksuharjoittelulla, kuin korkean intensiteetin intervalliharjoittelulla. Aerobinen
juoksuharjoittelu kasvatti neurogeneesin kaksinkertaiseksi HIIT:uun verrattuna. Jatkotutki-
muksissa kannattaa kuitenkin kontrolloida juoksuméérd ja juoksuaika eri ryhmien valilla.
Liséksi on my0s syytd huomioida eri ikdryhmait ja harjoittelumuotojen kirjo. Edelleenkédédn
anaerobisesta harjoittelusta ei ole juuri tietoa hippokampuksen toimintaan liittyen ja HIIT:sta
on useita eri variaatioita, joiden tehokkuus voi vaihdella paljon. HIIT:n ja muiden pakotettu-

jen juoksuharjoitusten osalta olisi my0s tarkedd kartoittaa stressin madras.

Pelkdn juoksuharjoittelun ohella olisi tirkedd myos tutkia erilaisten liikuntamuotojen vaikut-
tavuutta hippokampuksen neurogeneesiin ja vaskularisaatioon, koska sovellettaessa tutkimus-
tuloksia ihmisiin olisi hyvi, ettd thmisilld olisi mahdollisuuksia valita harjoittelumuodoista
itselleen mieluisin. Toisaalta olisi myds hyvé tietdd, jos joku urheilumuoto lisd4 neurogenee-
sid juoksuharjoittelua enemmén. Aiemmissa tutkimuksissa, jotka ovat tutkineet neurogenee-
sid, aerobista juoksuharjoittelua on muun muassa verrattu uintiin (van Praag ym. 1999b) ja
vastuksen kanssa tehtyyn juoksuun, jossa vastus oli 30 % rotan painosta (Chul Lee ym.
2013). Van Praag ym. (1999b) osoittivat, ettd uinti ei lisdd neurogeneesid kontrolliryhméédn
nihden ja jad alemmalle tasolle verrattuna juoksuun. Vastusta vastaan tehdyn juoksuharjoitte-
lun on taas todettu lisddvin neurogeneesid saman verran kuin tavallisen juoksuharjoittelun
jopa silloin, kun vastuksen kanssa tehty juoksumatka on ollut vain puolet ilman vastusta teh-

dystd juoksusta (Chul Lee ym. 2013).
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4.2 Vaskularisaatio

Téassd tutkimuksessa aerobisella juoksuharjoittelulla tai HIIT:1la ei pystytty vaikuttamaan
vaskularisaation madrddn hippokampuksen pykildpoimun dorsaalisessa osassa. Tulos oli
odotusten vastainen. Aiemmissa tutkimuksissa verisuonipinta-ala on ollut kontrolliryhmaé
suurempi juoksuharjoittelun seurauksena nuorilla (3 kk) jyrsij6illd, mutta vanhoilla (19-22
kk) verisuonten pinta-alaan ei ole saatu eroja juoksuharjoittelulla (Creer ym. 2010; van Praag
ym. 2005). Van Praag ym. (2005) arvioivat, ettd verisuonten muovautuvuuden puute vanhoil-
la hiirilld voi johtua alentuneista verisuonten kasvutekijédtasoista. Tasséd tutkimuksessa hypo-
teesina oli, ettd idkkyyden vaikutus ei nékyisi vield noin 10 kuukautisilla rotilla. Tutkimus
kuitenkin antaa osviittaa siitd, ettd verisuonten muovautuvuus heikkenee jo keski-ikdisilld

Jyrsijoilla.

Téssd tutkimuksessa verisuonipinta-ala médritettiin RECA-1 -vérjdykselld ja mikroskooppi-
kuvia kasiteltiin Image-J -ohjelmalla. Voi olla, ettd RECA-1 ei ollut tarpeeksi tarkka méaarit-
tdméddn verisuonipinta-alaa. MyoOs Image-J -ohjelman kdytdssd muodostui hankaluudeksi
madrittidd tietyt yhteiset kynnysarvot mikroskooppikuvien taustavirien poistoon. Kuvat olivat
taustaltaan hyvin eri sdvyisid, joten samoilla kynnysarvoilla eri kuvista méérittyi hieman eri-
kokoisia alueita lopullisiksi verisuonten mielivaltaisiksi yksikoiksi. Liséksi neurogeenisen
alueen pinta-ala koko kuvan pinta-alasta vaihteli jonkin verran. Edelld mainituista syistd maa-
ritetyt verisuonten mielivaltaiset yksikot eivét ehkd anna tdysin oikeaa kuvaa vaskularisaation
madrédstd. Tutkimuksessa vaskularisaation hajonta oli joka tapauksessa niin suurta (vaihtelu-
vili 0,06 — 0,48 %), ettei merkitsevid eroja luultavasti olisi saatu aikaan, vaikka kuvien kisit-
telyssé ei olisi ollut ongelmia. Hajonnan suuruus vaikuttaa osaltaan myos itsendisesti siihen,

miksi eroja ryhmien vililld ei saatu aikaan.

Tutkimuksessa tutkittiin vain dorsaalisen hippokampuksen pykildpoimun vaskularisaatiota.
Tdhédn pdddyttiin ajan sddstdmiseksi ja siksi, koska dorsaalisessa hippokampuksessa ndahdyt
erot pykdldpoimun neurogeneesissd ryhmien vélilla olivat suurempia kuin ventraalisessa hip-
pokampuksessa. Voi kuitenkin olla, ettd tulos muuttuisi, jos vaskularisaatio miéritettiisiin
koko pykildpoimun alueelta. Aiemmissa tutkimuksissa jakoa ventraaliseen ja dorsaaliseen
hippokampukseen ei ole tehty, vaan verisuonipinta-ala on maéaritelty koko pykildpoimun

neurogeeniseltd alueelta (Clark ym. 2009; Creer ym. 2010; van Praag ym. 2005).
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Vaikka vaskularisaatioon ei saatu eroja kummallakaan juoksuharjoittelu-muodolla, voi olla,
ettd juoksuharjoittelu on vaikuttanut verisuonistoon ja verenkiertoon jollakin muulla tavalla.
Esimerkiksi, tdssd tutkimuksessa ei tutkittu verisuonten ldpimittaa, haaroittumista eikd mut-
kittelevuutta, vaikka niitd menetelmid voitaisiin kayttdd verisuonten rakenteen maarittdmi-
seen (Tata & Andersson, 2001). Liséksi juoksuharjoittelun on todettu lisddvén aivoverenkier-
ron tilavuutta pykéldpoimussa MRI -kuvantamisella mitattuna (Pereira ym. 2006). Tassdkin
tutkimuksessa juoksuharjoittelulla olisi saatettu saada aikaan muutoksia verisuonten raken-
teessa ja toiminnassa, jos mittaustapa olisi ollut erilainen. Jatkossa kannattaakin tutkia juok-
suharjoittelumuotojen vaikutuksia eri verisuoniston rakenteellisiin ja toiminnallisiin mittarei-
hin pelkkien verisuonten mielivaltaisten yksikdiden sijasta. Liséksi verisuonten mielivaltais-
ten yksikoiden sijaan kannattaisi tutkia suoria verisuonten prosenttiosuuksia hippokampuksen

pykéldpoimun neurogeeniseltd alueelta.

4.3 Korrelaatioiden tarkastelu

Tutkimuksessa huomattiin, ettd juoksukapasiteetti ja juoksussa kehittyminen korreloivat posi-
tiivisesti neurogeneesin kanssa. Mitd parempi juoksukapasiteetti tai mitd suurempi muutos
juoksukapasiteetissa aiempaan testiin ndhden oli, sitd suurempaa oli myds neurogeneesi hip-
pokampuksen pykildpoimussa. Intervention jdlkeinen juoksukapasiteetti kuvasi yhteyttd vah-
vemmin kuin juoksussa kehittyminen. Toisaalta huomattiin myos, ettd juoksussa kehittymi-
nen ja intervention jilkeinen juoksukapasiteetti korreloivat voimakkaan positiivisesti keske-
nddn. Eli mitd enemmaén rotta kehittyi juoksussa, sitd suurempi juoksukapasiteetti rotalla oli
intervention jidlkeen. Tulokset olivat odotusten mukaisia. Aiemmissa tutkimuksissa juoksun
miirdn on todettu olevan yhteydessd neurogeneesiin (Rhodes ym. 2003) ja fyysisen suoritus-

kyvyn hippokampuksen kokoon (Chaddokc ym. 2010; Erikson ym. 2011).

Tama tutkimus tukee ajatusta siitd, ettd juoksemalla hankittu hyvé fyysinen suorituskyky ja
fyysisen suorituskyvyn kehittiminen juoksemalla edistdvét hippokampuksen toimintaa uusien
hermosolujen muodostumisen kautta. Koska tdmé tutkimus tehtiin juoksuharjoittelulla, on
epéselvéd, voiko muunlainen aerobista suorituskykyi lisddva harjoittelu lisdtd neurogeneesia.
Korrelaatiotutkimus ei tutki syy-seuraus yhteyttd, joten ei voida varmasti sanoa, ettd miki

vain suorituskapasiteettia lisddvd harjoittelu lisdd neurogeneesid. Jatkossa olisi mielenkiin-
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toista tutkia myds muiden aerobista suorituskykyai lisddvien harjoittelumuotojen yhteyttd neu-

rogeneesiin.

Vaskularisaation ja juoksukapasiteetin vililld huomattiin suuntaa antavia tuloksia siité, etti
juoksukapasiteetin kasvaessa vaskularisaatio vihenee. Samanlainen suuntaa antava tulos saa-
tiin my0s vaskularisaation ja juoksukapasiteetin muutoksen vilill4d. Eli mitd paremmin rotta
oli kehittynyt juoksussa, sitd pienempdd vaskularisaatio oli. Ndmé tulokset ovat odotusten
vastaisia. Todenndkoisesti ongelmat vaskularisaation méérittdmisessd osaltaan vaikuttavat
sithen, ettd myos ndissd korrelaatioissa néhtiin odotusten vastaisia tuloksia. Voi kuitenkin
olla, ettd juoksukapasiteetti tai sen muutokset eivit vaikuta ainakaan positiivisesti vaskulari-
saatioon, vaikka alustavasti néin oletettiinkin. Todenndkdisesti juoksukapasiteetti ja sen muu-
tokset ovat yhteydessd johonkin muuhun verisuoniston rakenteelliseen tai toiminnalliseen
mittariin, kuin verisuonten mielivaltaisten yksikdiden méédradn. Esimerkiksi yhteyksid voisi
16ytyd verisuonten ldpimittaan tai verenvirtauksen maédrddn. N&itd voitaisiin selvittdd jatko-

tutkimuksissa.

4.4 Johtopaitokset

Aiemmissa tutkimuksissa on osoitettu, ettd neurogeneesi lisdéntyy aerobisen juoksuharjoitte-
lun seurauksena nuorilla ja vanhoilla jyrsijoilld (Clark ym. 2008; Creer ym. 2010; van Praag
ym. 1999b; van Praag ym. 2005). Tutkimustietoa keski-ik&isistd jyrsijoistd ei juurikaan ole
ollut. Tdm4 tutkimus osoitti, ettd aerobinen juoksuharjoittelu lisdd my0s keski-ikdisten rottien
neurogeneesid hippokampuksen pykéldpoimussa. Néin ollen juoksuharjoittelun voidaan sa-
noa lisddvén neurogeneesid koko eldméankaaren ajan, lukuun ottamatta hyvin idkkaita yksiloi-

ta.

Tutkimuksessa HIIT -rottien neurogeneesi jii selvésti aerobisen juoksuharjoittelun aikaan-
saamasta neurogeneesin maérdstd ja HIIT antoi vain suuntaa-antavan tuloksen mahdollisesta
neurogeneesin kasvusta verrattuna SedC -ryhméén. Tulosta voi selittdd muun muassa ryhmi-
en pieni koko, HIIT -ohjelman tehottomuus, HIIT -ohjelman intervallijaksojen ja aktiivisen
palautuksen kestot, harjoittelun mééran vihyys sekd mahdollinen stressireaktio harjoittelun
aikana. Ndma tekijit kannattaa ottaa huomioon ja kontrolloida mahdollisimman tarkasti jat-

kotutkimuksissa.
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Aerobinen juoksuharjoittelu ja HIIT olivat molemmat tehottomia lisddméén vaskularisaation
midrdd pykdldpoimussa. Voi olla, ettd keski-ikiisilld rotilla ei tapahdu endd muutoksia ve-
risuonten pinta-alassa, vaan juoksuharjoittelumuodot vaikuttavat verisuoniston rakenteeseen
ja toimintaan jollain muulla tavalla tai ei ollenkaan. Eri juoksuharjoittelumuotojen vaikutuk-
sia pykdldpoimun vaskularisaatioon kannattaa tutkia jatkossa nuoremmilla eldimilld seka kat-
tavammilla tutkimusmenetelmilld esimerkiksi tutkimalla suoraan verisuonien pinta-alaa ja

haaroittumista seké poikkileikkauksen pituutta.
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