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TiivistelIma — Referat — Abstract

Suoliston mikrobistolla on osoitettu olevan vahva yhteys useisiin suolistosairauksiin samoin
kuin moniin systeemisiin sairauksiin, kuten lihavuuteen, diabetekseen ja eréisiin neurologisiin
sairauksiin. Naissa tautitiloissa suoliston mikrobiston koostumus ja toiminta on hairiintynyt
(dysbioosi). Uusimpien tutkimustulosten perusteella suolistomikrobiston dysbioosilla saattaa
lisdksi olla merkittava vaikutus sydan- ja verisuonitautien synnyssa. Taman tutkimuksen
tavoitteena oli selvittda verenpainetaudin kokeellista tautimallia hyodyntéen, vaikuttaako

kohonnut verenpaine ja ravinnon suola suolistomikrobiston koostumukseen ja toimintaan.

Verenpainetaudin kokeellisena tautimallina kaytettiin spontaanisti hypertensiivisid rottia
(SHR), joille verenpainetauti kohde-elinvaurioineen kehittyy geneettisistd syista.
Normaalipaineisena verrokkirynmana kaytettiin Wistar-Kyoto rottia (WKY), joista on
aikoinaan risteytyksen avulla kehitetty SHR-kanta. Koe-eldinkannat jaettiin saamaan joko
normaalisuolaista tai runsassuolaista ravintoa. Verenpainetaudin kehittymistd seurattiin
mittaamalla koe-eldinten verenpainetta hantamittarilla kahdeksan viikon seuranta-aikana.
Suolistomikrobiston koostumus selvitettiin maarittdmalld ulostendytteistd eristetysta
DNA:sta 16S sekvensoinnilla. Suolistomikrobiston toimintaa arvioitiin maarittamalla

seerumindytteista yli 650:n aineenvaihduntatuotteen pitoisuudet UPLC-MS/MS-laitteella.

Tutkimuksessa osoitettiin, etta verenpainetautia sairastavien koe-eldinten
suolistomikrobiston koostumus poikkesi merkittdvasti normaalipaineisten koe-eldinten
koostumuksesta.  Lisdksi  havaitsimme, ettd runsassuolainen ravinto  muutti
suolistomikrobiston koostumusta myos verenpainetaudista riippumatta. Seerumindytteiden
metabolomiikka-analyysit osoittivat, ettd useat suolistomikrobien muodostamat metaboliitit
imeytyvat suolistosta, jolloin niitd voidaan havaita verenkierrosta biologisesti aktiivisina
pitoisuuksina. Verenpainetautia sairastavien koe-eldinten seerumissa erdiden metaboliittien
pitoisuudet olivat merkittavasti korkeammat normaalipaineisiin koe-eldimiin verrattuna.
Havainto viittaa siihen, ettd metaboliittien muodostuminen on lisdantynyt suolistossa ja/tai
metaboliittien ldpaisevyys suoliston seindmdstd on verenpainetaudissa lisadntynyt. Yksi
mielenkiintoisimmista  havaituista metaboliiteista oli fenyyliasetyyliglysiini, jonka

veripitoisuutta sekd verenpainetauti ettd runsassuolainen ravinto nostivat merkittavasti.




Fenyyliasetyyliglysiini on aikaisemmin yhdistetty sydanpotilaiden suurentuneeseen
kuolleisuusriskiin sekd verisuonten lisddntyneeseen tukosriskiin. Kaiken kaikkiaan
runsassuolainen ravinto aiheutti merkittavasti laajemmat muutokset seeruminaytteiden
metabolomiikassa normaalipaineisille koe-eldimille verenpainetautia sairastaviin verrattuna.
Havainto saattaa viitata siihen, etta suolistomikrobien muodostamat metaboliitit osallistuvat

suolaresistenssiyden muodostumiseen.

Lisdksi tutkimuksessa arvioitiin suolistomikrobien ja verenpainetaudin syy-seuraussuhdetta
suorittamalla ulosteensiirto mikrobivapaisiin hiiriin ("germ-free mice”). Ulosteensiirto
verenpainetautia sairastavilta koe-eldimiltda kohotti verenpainetta merkittdvasti enemman
kuin ulosteensiirto normaalipaineisilta koe-eldimiltd. Havainto viittaa siihen, ettd
suolistomikrobit ja niiden muodostamat metaboliitit osallistuvat  keskeisesti

verenpainetaudin kehittymiseen.

Tutkimuksen perusteella suolistomikrobit ja niiden muodostamat metaboliitit voisivat olla

lupaavia l|adkekehityksen kohdemolekyyleja kehitettdessd uusia hoitoja sydan- ja

verisuonitautien ennaltaehkaisyyn ja hoitoon.

(311 sanaa)
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1 Johdanto

Talla tutkielmalla pyritddn edistamaan ymmarrysta suolistomikrobien ja niiden
muodostamien metaboliittien vaikutuksista sydan- ja verisuonitauteihin. Tassa luvussa

kdaydaan lyhyesti lapi tutkielman sisdlto, ja kuvaillaan mita kukin luku pitaa sisallaan.

Luku kaksi muodostuu kirjallisuuskatsauksesta. Siind kasitelladn lyhyesti sydan- ja
verisuonitauteja  sekd  suolistomikrobistoa, jonka jalkeen kdydaan Iapi
suolistomikrobiston vaikutuksia elimistoon ja hairiotilojen yhteyksida sydan- ja
verisuonitauteihin. Lopussa tarkastellaan Iyhyesti tdmaéanhetkisia = hoito- ja

ennaltaehkaisykeinoja.

Luvussa kolme kuvataan tutkimukselle asetetut tavoitteet. Tutkimuksessa pyrittiin
selvittdmaan, vaikuttaako kohonnut verenpaine ja runsas suolan saanti
suolistomikrobiston koostumukseen ja toimintaan. Tasmallisemmat tutkimustavoitteet

kasitellaan tassa luvussa tarkemmin.

Neljds luku kuvailee tutkimusaineistoa ja menetelmid. Siind kuvataan, miten
tutkimusasetelma aikaansaatiin, ja miten koe-eldimista kerattiin tutkimusaineistoa.
MyoOs suolistomikrobiston koostumuksen ja toiminnan arvioinnissa kaytetyt
menetelmat selostetaan. Tutkimuksen eettiset luvat ja tutkielman tekijan

osallistuminen kasitellaan luvussa tarkemmin.

Luvussa viisi selostetaan tehdyt kokeet ja niista saadut tulokset. Luvussa kasitelldan koe-
eldinten verenpaineen kehitystd seuranta-aikana, ja arvioidaan ulostendytteista
eristetyn DNA:n puhtautta. Lisdksi metagenomiikka- ja metabolomiikka-analyyseissa
havaitut muutokset kdydaan l|api. Lopussa kuvataan myos tutkimuksen jalkeen

suoritettu "Proof-of-Concept”-tutkimus kokonaisuudessaan.

Luvussa kuusi muodostetaan lyhyt yhteenveto tuloksista, ja pohditaan mistad tulokset

kertovat. Luvussa keskitytddan pohtimaan, miten kohonnut verenpaine ja



runsassuolainen  ravinto  aikaansaivat  tutkimuksessa  havaitut = muutokset
suolistomikrobiston koostumukseen ja toimintaan. Lisdksi pohditaan koe-eldinkantojen

suolaherkkyyksien yhteyttad verenpaineseurannan tuloksiin.

Luvussa seitseman pohditaan tutkimuksen kansanterveydellisia merkityksia. Siina
kasitelldadn suolan ja ruokavalion merkitystd terveydelle, sekd pohditaan, miten

tutkimustuloksia voidaan mahdollisesti hyddyntaa tulevaisuudessa.



2 Kirjallisuuskatsaus

2.1 Sydan- ja verisuonitaudit ja niiden riskitekijat

Sydan- ja verisuonitaudit ovat edelleen maailman vyleisin kuolinsyy sekd suurin
toimintakyvyttomyyden aiheuttaja kehittyneissa maissa. Ne aiheuttavat noin joka
neljannen ihmisen kuoleman Euroopassa. (1) Suomessa sydan- ja verisuonitauteihin
kuolee vuosittain yhteensd noin 19 000 ihmista (2). Aivohalvauksen saa vuosittain noin
25 000 henkil6a, joista noin 4 500 menehtyy (3). Sydaninfarktin saa vuosittain noin 26
000 henkilda, joista noin 9 500 menehtyy (2,4).

Merkittavia sydan- ja verisuonitautien riskitekijoita ovat kolesteroli ja muut rasva-
aineenvaihdunnan hairiot, kohonnut verenpaine, tupakointi ja diabetes. Riskitekijoita,
joihin ei voida vaikuttaa, ovat miessukupuoli, korkea ika ja perinnoéllinen alttius. (4)
Periman aiheuttama riski on kohorttitutkimuksissa osoitettu olevan luultua alhaisempi,

silld selittyy vain noin 20% tapauksista (5).

Nykyisin sydan- ja verisuonitautien ennaltaehkaisyyn ja hoitoon pyritdan vaikuttamaan
elintapamuutoksilla (esimerkiksi terveelliselld ruokavaliolla, liikunnalla ja tupakoinnin
lopettamisella), lddkehoidoilla sekd invasiivisilla toimenpiteilld (4). Uusimpien
tutkimustietojen perusteella suoliston mikrobeilla saattaa olla merkittdva vaikutus

sydan- ja verisuonitautien synnyssa.



2.2 Suoliston mikrobit ja niiden vaikutukset elimistdssa

Elimistossamme elda suuri joukko erilaisia bakteereja, arkkeja, viruksia ja yksisoluisia
eukaryootteja (6). Valtaosa rinnakkaiselavista mikrobeista sijaitsee
ruoansulatuskanavassa, erityisesti paksusuolen alueella (7). Suurin osa suoliston
mikrobeista koostuu vain muutamasta bakteeripdajaksosta (Bacteroidetes, Firmicutes,
Actinobacteria, Proteobacteria). Terveessd suolistossa anaerobit Bacteroidetes ja
Firmicutes kattavat yli 90% kaikista bakteerilajeista. (8) Suoliston mikrobikanta kehittyy
ja muuttuu lapsuudessa runsaasti, ja vakiintuu aikuisidssa (9). Yksiloiden valilla
havaitaan kuitenkin merkittdavaa vaihtelua, silla suolistomikrobiston koostumukseen
vaikuttavat niin geneettiset ominaisuudet kuin ymparistotekijatkin, kuten hygienia ja

ruokavalio (10,11).

Suoliston mikrobit osallistuvat ruoansulatukseen, antavat suojaa taudinaiheuttajia
vastaan, ja ovat tirked osa immuunijarjestelman toimintaa (Kuva 1) (12). Lisdksi
suoliston mikrobit tuottavat merkittdavan maaran biologisesti aktiivisia metaboliitteja.
Nama metaboliitit imeytyvat isdntdnsd systeemiseen verenkiertoon, jossa ne
vaikuttavat hormonien kaltaisesti fysiologian saatelyyn — suolistomikrobiston voidaan

ajatella olevan yksi massiivinen endokriininen elin. (13)

Saatelee Biosynteesi Aineenvaihdunta
- Immuunijarjestelman kehitys ja homeostasia - Vitamiinit - Aminohapot

- Iséannan solujen proliferaatio - Steroidihormonit - Ravintokuidut

- Vaskularisaatio - Neurotransmitterit - Sappihapot

- Neurologinen signalointi - Laakkeet

- Patogeenien maara - Vierasaineet

- Suoliston endokriiniset tehtavat

- Luiden tiheys

- Energian tuotanto

Kuva 1. Suolistomikrobien vaikutuksia elimistéssa. Kuva on muokattu Lynch SV, Pedersen O (12).



2.3 Suolistomikrobiston dysbioosi

Suolistomikrobit osallistuvat laaja-alaisesti isdntdnsd homeostaasian saatelyyn. Niilla on
osoitettu olevan yhteys useisiin eri tauteihin: allergiaan ja atopiaan, ateroskleroosin,
Clostridium difficile- ja VRE-infektioihin, Crohnin tautiin, insuliininpuutosdiabetekseen,
keliakiaan, NAFLD:hen, nekrotisoivaan enterokoliittiin, lihavuuteen, paksusuolen
syOpaan, tyypin 2 diabetekseen ja MBO:hon, ulseratiiviseen koliittiin ja artyvan suolen
oireyhtymaan. (9) Naissa tautitiloissa suoliston mikrobiston koostumus ja toiminta on
héiriintynyt (dysbioosi), eikd yksittdisten patogeenisten mikrobien osoittaminen ole
mahdollista. Tautitilojen dysbioosien syy-seuraussuhteiden arvioiminen on kuitenkin

hankalaa; aiheuttaako tauti dysbioosin vai dysbioosi taudin. (7)

Metagenomiikalla pyritdan arvioimaan suolistomikrobiston koostumusta. Usein sen
avulla saadaan mitattua vain runsaimpia ja suurimpia mikrobiryhmia. Nain pienimpien
mikrobiryhmien aikaansaamat muutokset saattavat jaada kokonaan huomioimatta,

kuten erityyppiset toiminnanlisdys- ja toiminnanvahennysmutaatiot. (7)

Metabolomiikalla puolestaan arvioidaan suolistomikrobiston toimintaa. Silla pyritdaan
analysoimaan ja tunnistamaan kaikki naytteen sisdltamat aineenvaihduntatuotteet, ja
arvioimaan niiden biologista aktiivisuutta. Tuloksista ei kuitenkaan voida paatella
aineenvaihduntatuotteiden alkuperda, vaan ne voivat olla peréisin joko

ruoansulatuskanavasta tai elimistosta. (12)

Genomianalyyseilla paastaan tutkimaan suoliston mikrobien geenej3, joita on loydetty
yhteensa noin yhdeksan miljoonaa, 450-kertainen maara ihmisen geenien lukumaaraan
ndhden (14,15). Suolistomikrobien geenien tehtdvistd tiedetdan varsin vahan, ja
genomianalyyseilld 10ydetaan jatkuvasti uusia geeneja. Genomianalyysit kuitenkin
kertovat vain geenien olemassaolosta — arvioita niiden ekspressiosta tai aktiivisuudesta
niilld ei saada. (7) Haastetta lisda se, etta bakteerien geenien ekspressio on vahvasti

riippuvainen vallitsevasta elinymparistosta, joka suolistossa muuttuu jatkuvasti (16).



2.4 Suolistomikrobit ja suoliston lapaisevyys

Normaalioloissa suoliston seindma toimii eradnlaisena mekaanisena esteena
ruoansulatuskanavan ja verenkierron valilla. Seindman epiteelisolut ovat kiinni
toisissaan tiiviilla liitoksilla. Lisaksi seindman solut muodostavat ylleen limakalvon, joka

toimii puolustusmekanismina elimistélle vieraita antigeeneja vastaan. (17)

Vililla suoliston seindmdn toiminta hairiintyy, jolloin sen permeabiliteetti kasvaa.
Kyseista ilmiota on havaittu erityisesti sydanpotilailla, joiden suoliston seindma on lisdksi
voimakkaasti turvonnut. Hairidtilassa suolistosta padasee entistd helpommin ja
enemman suolistomikrobeja sekd niiden muodostamia metaboliitteja verenkiertoon.
(17) Naiden yhdisteiden pitoisuuksia pystytddan mittaamaan verenkierrosta. Osaa
vhdisteista elimistd pystyy tuottamaan itse, eikd yhdisteiden alkupera ole aina
paateltavissa. Sydanpotilailla tehdyssa tutkimuksessa mitattiin endotoksiinipitoisuuksia
sekd syddamen vasemmasta kammiosta ettd maksan porttilaskimosta, josta havaittiin
korkeammat pitoisuudet. Tdma havainto tukee ndkemystd yhdisteiden

suolistoalkuperasta. (18)

Suoliston seindman |dpi vuotaa siis erilaisia lipopolysakkarideja verenkiertoon.
Systeemisessd  verenkierrossa  vaeltaa  immuunijarjestelmdn  soluja, jotka
hahmontunnistusreseptoreillaan tunnistavat patogeeneille ominaisia rakenteita, kuten
edelld mainittuja lipopolysakkarideja. Kiinnittymisen jalkeen ne alkavat erittda
immuunivasteeseen osallistuvia sytokiineja, jonka seurauksena elimistéon syntyy pro-
inflammatorinen tila. (19) Sydanpotilaiden sytokiinipitoisuuksien on osoitettu olevan
suoraan verrannollisia syddmen vajaatoiminnan vaikeusasteeseen ja suurentuneeseen
kuolleisuusriskiin (20). Kaiken kaikkiaan suoliston seindman I|dpi vuotaneiden
vhdisteiden veripitoisuudet nayttavat korreloivan suoliston seindman hairiotilan
vaikeusasteeseen, jolloin niitd voidaan mahdollisesti hyodyntaa ennustetekijoina sydan-

ja verisuonitaudeissa (21).



Pro-inflammatoristen tekijoiden vaikutusmekanismeja ei tunneta tarkkaan sydan- ja
verisuonitaudeissa. Ateroskleroosin on kuitenkin osoitettu olevan tulehdustauti;
verisuonten systeemisellad tulehduksella ja ateroskleroosin synnyn ja kehittymisen valilla
on osoitettu olevan syy-seuraussuhde. Tamédn johdosta anti-inflammatoriset
ladkehoidot saattavat tulevaisuudessa olla useamman sydan- ja verisuonitaudin
ennaltaehkaisy- ja hoitokeino. (22) Anti-inflammatoristen lddkehoitojen kehitys on
haastavaa ja vaatii yksilollista raatalointia, silla ne saattavat altistaa opportunististen

patogeenien aiheuttamille infektiolle (23).

Gastroenterologian puolelta on osoitettu, ettei suoliston seindman lisdantynyt
lapdisevyys aina ole merkki sydan- ja verisuonitaudista; tulehduksellisissa
suolistosairauksissa ja koliitissa ei havaita lisdantynytta sydan- ja verisuonitautiriskia,
vaikka suoliston seindman ldpaisevyys on lisdantynyt. Taman syytad ei toistaiseksi

tiedeta. (24)

2.5 Sappihapot ja niiden vaikutukset aineenvaihduntaan

Sappihapot ovat  maksan kolesterolista ~ valmistamia  steroidirakenteisia
karboksyylihappoja. Ne erittyvat maksasta sappiteiden ja sappirakon kautta ohutsuolen
duodenumiin. Sielld ne osallistuvat ruoansulatukseen emulgoimalla rasvoja ja
muodostamalla misellejd, mikd mahdollistaa rasvojen imeytymisen. Sappihapot
absorboidaan takaisin ileumin loppupdédsta ja paksusuolesta, josta ne kulkeutuvat

takaisin maksaan, ja erittyvat uudestaan sappeen. (25)

Maksan tuottamilla primaarisilla sappihapoilla on havaittu suoria vaikutuksia
suolistomikrobistoon; niilld nayttdd olevan antimikrobisia ominaisuuksia, joilla ne
pystyvat sdatelemaan suolistomikrobiston koostumusta ja toimintaa. Saately hairiintyy
sappihappojen muodostumisen tai erityksen vahentyessd, kuten sappiteiden
obstruktiossa, jolloin havaitaan suolistomikrobiston liikakasvua. (26) Saatelya tapahtuu
myo0s toisinpdin; suolistomikrobisto muokkaa primaarisista sappihapoista laajan kirjon

erilaisia sekundaarisia sappihappoja (27).



Imeytyessddn verenkiertoon sekundaariset sappihapot vaikuttavat elimiston
aineenvaihduntaan hormonien tapaisesti. Niilld on runsaasti erilaisia tumareseptoreita
sekd G-proteiinikytkentaisia reseptoreita, joiden avulla ne osallistuvat muun muassa
oman synteesinsa seka glukoneogeneesin saatelyyn maksassa. (27) Yksi merkittavista
tumareseptoreista on maksan farnesoidi X reseptori, jonka toimintaa saatelee insuliini.
Tyypin 2 diabeetikoilla tama sadately on hairiintynyt toistaiseksi tuntemattomalla
mekanismilla, jolloin havaitaan koholla olevia sappihappopitoisuuksia. Havainto viittaa
siihen, ettd sappihapoilla saattaa olla yhteys insuliiniresistenttiyden muodostumiseen.

(28)

2.6 Lyhytketjuiset rasvahapot ja niiden vaikutukset elimistdssa

Rasvahappoja, joissa on vihemman kuin kuusi hiiliatomia kutsutaan lyhytketjuisiksi.
Niistd yleisimpid ovat asetaatti, propionaatti ja butyraatti. Paksusuolen mikrobit
fermentoivat ravintokuitua saadakseen suuremman osan energiasta hyodynnettya,
jolloin  muodostuu lyhytketjuisia rasvahappoja. Nama toimivat paksusuolen
epiteelisolujen paaasiallisena energianlahteend tehden niistd valttamattomia

ruoansulatuskanavan hyvinvoinnin kannalta. (29)

Lyhytketjuiset rasvahapot vaikuttavat laajalti elimiston fysiologiaan imeydyttyaan
verenkiertoon. Maksassa ne osallistuvat glukoneogeneesin ja lipidien aineenvaihdunnan
saatelyyn. (30) Lisdaksi ne osallistuvat verenpaineen homeostaasian sdatelyyn G-
proteiinikytkentaisten reseptorien valityksellad (31,32). Yksi tallainen on OIf78-reseptori,
jota havaitaan munuaisten jukstaglomerulaarisissa aparaateissa. Sitoutuessaan OIf78-
reseptoriin  lyhytketjuinen rasvahappo stimuloi reniinin erityksen, jolloin
verenpainetasot kohoavat. (31) Toinen merkittava G-proteiinikytkentdinen reseptori on
GPR41, jota tavataan verisuonien endoteelisoluissa. Lyhytketjuisen rasvahapon
sitoutumisesta GPR41-reseptoriin seuraa vasodilataatio ja verenpaineen lasku. (32)

Lisdksi GPR41-reseptoreilla on havaittu olevan syddmen syketta laskeva vaikutus



toistaiseksi tuntemattomalla mekanismilla (33). Kaiken kaikkiaan lyhytketjuisilla

rasvahapoilla nayttda olevan verenpainetta laskeva vaikutus (31-33).

Kuitupitoisilla ravinnolla onkin todettu verenpainetta laskeva vaikutus, jonka lisdksi se
ndyttda estdvan sydamen vajaatoiminnan kehittymista. Havainnot kuvastavat hyvin
elintapojen, kuten runsaskuituisen ruokavalion, merkitystd sydan- ja verisuonitautien

ennaltaehkaisyssa ja hoidossa. (34)

Lyhytketjuiset rasvahapot on kokeellisissa mallinnuksissa yhdistetty myos lihavuuteen.
Antibioottien kaytto nuorilla hiirillad johti lisdantyneeseen lyhytketjuisten rasvahappojen
muodostumiseen sekd hairidihin maksan lipidien ja kolesterolin aineenvaihdunnassa.

Yhdessa muutokset altistivat hiiret lihavuudelle. (35)

2.7 Trimetyyliamiinioksidi — sydan- ja verisuonitautien uusi riskitekija?

Yksi keskeisista tavoitteista suolistomikrobisto-tutkimuksissa on |6ytda yhdisteitd, joilla
on osoitettavissa syy-seuraussuhteita tautien syntymiseen ja/tai kehittymiseen.
Ensimmainen suolistomikrobien muodostama metaboliitti, jolla kokeellisissa

tautimallinnuksissa osoitettiin tdma yhteys, oli trimetyyliamiini-N-oksidi (TMAO). (36)

TMAO:n  muodostumiseen osallistuvat niin  suolistomikrobit kuin elimisto.
Suolistomikrobien on saatava ravinnosta TMAO:n l|dht6aineita: koliinia,
fosfatidyylikoliinia tai karnitiinia. Fosfatidyylikoliinia seka karnitiinia saa runsaasti rasvaa
ja kolesterolia sisaltavastd ravinnosta, kuten punaisesta lihasta tai kananmunan
keltuaisesta. Koliini lienee |dhtoaineista merkittavin, koska sitd on runsaasti sapessa,
eikd sen maara ole siten merkittavasti riippuvainen ravinnosta. (36,37) Suolistomikrobit
muuttavat lahtOaineet trimetyyliamiineiksi (TMA). Muodostusta saatelee erityisesti
suolistomikrobien cut C/D-geenit. (38) Taman jilkeen TMA imeytyy suolistosta
porttilaskimoon, ja siirtyy maksaan. Maksassa TMA metaboloidaan flaviini
monooksygenaaseilla TMAO:ksi. (36) Systeemisesta verenkierrosta TMAO poistuu

lopulta munuaisten kautta (39) (Kuva 2).
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Kuva 2. TMAO:n muodostuminen valivaiheiden kautta fosfatidyylikoliinista, sekd TMAO:n
aikaansaamia seurauksia. Kuva on lainattu Wang Z, Klipfell E, Bennett BJ, Koeth R, Levison BS,

Dugar B, et al. (36).

TMAO on vahvasti yhdistetty ateroskleroosin kehittymiseen. Se nayttaa vaikuttavan
siihen, kuinka herkasti elimistdo siirtdd kolesterolia verenkierrosta kudoksiin.
Tutkimuksissa on havaittu TMAO:n lisdavan kolesterolin kertymista makrofageihin, seka
estdvan kolesterolin poistumista niistd. Ndin se lisdd vaahtosolujen muodostumista

valtimoiden seinamiin. (36,37)

Ateroskleroosin kehittymista merkittavampi vaikutus lienee kuitenkin TMAO:n
aiheuttama verisuonien tukosriskin suureneminen. Sen on havaittu muuttavan
verihiutaleiden kalsiumsignalointia, jolloin pienikin stimulus saa aikaan verihiutaleiden
aggregaation. (40) TMAO:n on havaittu myos lisddavan kudostekijan ekspressiosta.
Kudostekija toimii aktivaattorina verenhyytymisjarjestelman ulkoisessa
aktivaatioreitissa, jolloin tukosriski suurenee entisestdan. (41) Matala-annoksisen
aspiriinin kayttoa on tutkittu suurentuneen tukosriskin kumoamiseen, jossa se nayttaa
olevan tehokas. Tutkimukset ovat tosin alkuvaiheessa, eikd aspiriinin kdyttod voida

suositella korkeiden TMAO-pitoisuuksien hoidoksi. (42)
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Lisdksi TMAO:n on osoitettu lisdadvan verisuonten tulehdusta. Havainnot viittaavat
siihen, ettd TMAO nayttdd lisaavan inflammatoristen geenien ekspressiota
endoteelisoluissa seka verisuonien siledn lihaksen soluissa. Lisdksi se lisda leukosyyttien

adheesiota endoteelisoluihin. (43)

Kasitystda TMAO:n assosiaatiosta tukostaipumukseen tukee se, ettd suoralla TMAO:n
annolla havaitaan annosriippuvainen verisuonten tukosriskin suurentuminen (42).
Lisdksi on osoitettu, ettd tukosaltis fenotyyppi pystytdan siirtdamdan ulostesiirteilld

yksilOsta toiseen (40).

2.8 Fenyyliasetyyliglutamiini — uusin suolistomikrobien tuottama metaboliitti,

joka lisaa sydan- ja verisuonitautien riskia

Suolistomikrobisto-tutkimuksessa tyypin 2 diabeetikoilla |6ydettiin uusi mahdollinen
riskitekija sydan- ja verisuonitaudeille, fenyyliasetyyliglutamiini (PAG). Kliinisissa
tutkimuksissa PAG on liitetty vakavien sydantautitapahtumien ja sydankuolemien

lisdantyneeseen riskiin. (44)

PAG muodostuu TMAO:n tavoin suolistomikrobien ja maksan valitykselld. Ravinnosta
saatava, valttdmaton aminohappo, fenyylialaniini toimii sen |dhtdaineena.
Fenyylialaniinia on runsaasti proteiinipitoisessa ravinnossa seka aspartaamia sisaltavissa
tuotteissa. Suolistomikrobit muuttavat fenyylialaniinin  valivaiheiden kautta
fenyylietikkahapoksi, joka absorboituu suolesta porttilaskimoon, ja siirtyy maksaa.
Maksassa on fenyylietikkahapolle on kaksi vaihtoehtoista aineenvaihduntareittia;
ihmiselld aineenvaihduntatuotteena syntyy PAG:ta, kun jyrsijoilld vastaavasti syntyy
fenyyliasetyyliglysiinia. Syyta aineenvaihduntareitin valintaan ei tiedetd. Maksasta PAG

seka fenyyliasetyyliglyysiini siirtyvat systeemiseen verenkiertoon. (44) (Kuva 3)
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Kuva 3. PAG:n muodostuminen elimistdssa fenyylialaniinista, sekd sen aikaansaamat muutokset
verihiutaleissa, ja niistd aiheutuvat seuraukset. Kuva on lainattu Nemet I, Saha PP, Gupta N, Zhu

W, Romano KA, Skye SM, et al. (44). PAGI = fenyyliasetyyliglutamiini

Systeemisessd verenkierrossa PAG sitoutuu adrenergisiin reseptoreihin. Runsaasti
korkean affiniteetin PAG:lle omaavia adrenergisia reseptoreita tavataan verihiutaleiden
pinnalla. Sitoutuessaan ndihin verihiutaleet muuttuvat hyperreaktiivisiksi, jolloin
verisuonten tukosriski suurenee. Mekanismi saattaa osittain selittdd beetasalpauksen

ennustetta parantavan vaikutuksen sydanpotilailla. (44)

2.9 Suolistomikrobit — sydan- ja verisuonitautien ladkehoidon uusi kohde?

Suolistomikrobien merkitystd on vasta viime vuosina alettu ymmartamaan, ja siitd on
tullut  merkittava tutkimuskohde |api lddketieteen osa-alueiden. Syddn- ja
verisuonitautien osalta mielenkiinnon kohteena ovat tdlla hetkelld uudet
suolistomikrobeihin kohdistuvat |lddkehoidot. Tarkoituksena on kehittda laake, jonka
vaikutukset kohdistuvat suolistomikrobiston manipulaatioon ilman merkittavia

haittavaikutuksia elimistoon. (24)
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Huonosti suolistosta verenkiertoon imeytyvat antibiootit ovat yksi vaihtoehto. Niilla
pystytddn haatamaan tehokkaasti patogeeninen mikrobiryhmd pois suolistosta.
Vaikutuksia on kuitenkin vaikea arvioida, mikrobikantojen maéarasuhteiden
vinoutumisesta voi seurata vyllattavia vaikutuksia. (24) Lisdksi muiden kuin
mikrobiladkkeiden, kuten verenpainelddkkeiden, vaikutuksista suolistomikrobeihin ei
tiedetd talla hetkelld juuri mitddn. Havaintoja naiden laakkeiden lievista
antimikrobiaalisista vaikutuksista on kuitenkin jo kuvattu. (45) Mikrobiladkkeiden seka
mahdollisesti myos “tavallisten” laakkeiden pitkaaikaisessa, preventiivisessd, kaytossa

on riski antibioottiresistenssien mikrobikantojen syntyyn (24,45).

Probiootit, prebiootit ja symbiootit saattavat osoittautua ratkaisuksi lievan
suolistomikrobiston dysbioosin  hoidossa; niitd kaytetddn jo ehkdisemaan
antibioottiripulia.  Vaikutuksien arvioimista hankaloittaa vyksildiden valisten
suolistomikrobiston koostumuksen voimakas vaihtelevuus sekd niiden epdaselva
selviytyminen ruoansulatuskanavassa; kuinka suuri osa selvidda mahan happamuudesta,
kuinka suuri osa |6ytda oikean vaikutuspaikan vai syrjaytyykdé mahdollisesti hyodyllinen

mikrobikanta. (24)

Toinen tapa muokata suolistomikrobistoa mikrobeilla on ulostesiirteet. Niiden avulla
dysbioottinen suolistomikrobisto korvataan terveen, tarkasti seulotun, luovuttajan
suolistomikrobistolla, jolloin aikaansaadaan merkittdva muutos. Nykyisin ulosteensiirrot
suoritetaan joko kolono- tai gastroskopiassa, ja tulevaisuudessa suun kautta otettavin
ulostekapselein. Suomessa ulosteensiirtoja kaytetadan uusiutuvan Clostridium difficile-

infektion hoidossa, jossa niilla saadaan yli 90 % hoitovaste. (46)

Mielenkiintoisia |adkehoidon kohteita ovat haitallisten metaboliittien muodostumiseen
osallistuvat  suolistomikrobien  entsyymit.  Kohdistus  entsyymeihin  jattaa
suolistomikrobit eloon, jolloin mikrobikanta ei hairiinny. Pisimmalla kehityksessa olevat
entsyymi-inhibiittorit estdvat suolistomikrobeja muodostamasta TMA:ta. Entsyymi-
inhibiittoreiden etuna on niiden aikaansaama verisuonten tukosriskin pienentyminen
ilman merkittdvad vuotoriskin suurentumista; ne kumoavat verihiutaleiden

yliherkkyyden estamatta niiden normaalia toimintaa. (47,48)
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Ruokavalion muuttaminen lienee helpoin ja yksinkertaisin suolistomikrobiston
dysbioosin hoitokeino. Ruoka-ainerajoituksia on kaytetty pitkdan erilaisten hairictilojen
ja tautien, kuten keliakian ja laktoosi-intoleranssin, hoitona. Ruokavaliomuutoksilla
voidaan vahentada merkittavasti haitallisten metaboliittien muodostumista ilman
merkittavida haittoja; karnitiinia (TMAO:n |3htdaine) elimist6 muodostaa itse
tarvitsemansa maaran, eikd sen saaminen ravinnosta ei ole valttamatonta. (37,44)
Fenyylialaniin valttaminen on tyolastd, joskin fenyyliketonuriassa se on valttamatonta.
Sydanystavallisessd  ruokavaliossa  painotetaan  kasvisten, vihannesten ja
runsaskuituisten tuotteiden suosimista, sekd vialtetdan punaista lihaa ja pitkalle
prosessoituja ruokia. Ruokavaliosuositusten heikkoudeksi muodostuu usein ruoka-

ainerajoitusten runsas maara, kuten FODMAP:ssa. (34,37,44,49)
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3 Tutkimuksen tavoitteet

Taman tutkimuksen tavoitteena oli selvittda verenpainetaudin kokeellista tautimallia
hyoédyntden, vaikuttaako kohonnut verenpaine ja ravinnon suola suolistomikrobiston

koostumukseen ja toimintaan.

Tutkimuksen ensimmadisend paatavoitteena oli selvittaa, millaisia vaikutuksia kohonnut

verenpaine saa aikaan suolistomikrobiston koostumukseen ja toimintaan.

Tutkimuksen toisena paatavoitteena oli selvittad, aiheuttaako runsas suolan kaytto
muutoksia kohonneen verenpaineen lisdksi myos suolistomikrobiston koostumukseen

ja toimintaan.

Lisdksi tutkimuksessa pyrittiin  hahmottamaan suolistomikrobien muodostamia
metaboliitteja, jotka voisivat toimia lddkekehityksen kohdemolekyyleind kehitettdessa

uusia hoitoja sydan- ja verisuonitautien ennaltaehkaisyyn ja hoitoon.
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4 Tutkimusaineisto ja menetelmat

Aineisto  koostuu  tdhdn  tarkoitukseen  tutkimuksen aikana  keratysta
tutkimusaineistosta. Aineisto kerattiin pddosin vuonna 2018. Osa aineistoa ldhetettiin

Metabolon-yritykselle USA:han ja osa sekvensointipalveluyksikkdon Viikin kampukselle.

4.1 Koe-eldimet ja tutkimusasetelma

Tutkimusaineisto koostui yhteensad 40:std koe-eldimesta. Ihmisen verenpainetaudin
mallina kaytettiin spontaanisti hypertensiivisid rottia (SHR) (Envigo) seka niiden
geneettisia kontrolleja, normotensiivisida Wistar-Kyoto (WKY), joista SHR-kanta on 1960-
luvulla kehitetty risteytyksen avulla. 6-viikon ikaiset koe-eldimet jaettiin kokeen alussa
neljddn ryhmaan: 1) SHR-ryhma joka sai normaalisuolaista ravintoa (n=10), 2) SHR-
ryhma joka sai runsassuolaista ravintoa (n=10), 3) WKY-ryhma joka sai normaalisuolaista
ravintoa (n=10) ja 4) WKY-ryhma joka sai runsassuolaista ravintoa. Runsassuolainen
ravinto (suolapitoisuus 6 %) valmistettiin lisddmalla natriumkloridia (Merck)
normaalisuolaiseen (suolapitoisuus 0.8 %) koe-eldinrehuun. Koe-eldimilld oli vapaa
padsy ravintoon ja veteen tutkimuksen aikana. Tutkimuksen seuranta-aika oli kahdeksan
viikkoa, minkd aikana eldinten painonkehitystd seurattiin viikoittain. Koe-eldinten
verenpaine mitattiin epdsuorasti hantamittarilla kahden viikon valein (CODA, Kent
Scientific Corporation, USA) (50). Ennen verenpaineen mittausta koe-eldimia pidettiin
10 minuuttia 32 C:n lammossa, jotta hantavaltimon pulsaatio on paremmin
tunnistettavissa. Verenpainemittauksen suoritti yksi ja sama henkild koko tutkimuksen
ajan, jotta tulosten mahdollinen tekijariippuvainen vaihtelevuus minimoitiin.
Mittaustulokset kirjattiin manuaalisesti tietokoneelle. Kokeen lopussa koe-eldimet
nukutettiin, minka jalkeen veri- ja kudosnaytteet kerattiin jatkotutkimuksia varten.
Suolistomikrobiston koostumuksen selvittamista varten ulostenadytteet kerattiin kokeen
lopussa koe-eldinten paksusuolesta. Ulostendytteet siirrettiin valittomasti Eppendorf-

koeputkiin, syvajaadytettiin kuivajaissa ja sailottiin -80 C:ssa.
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4.2 DNA:n eristaminen ulostendytteista

Ulostenaytteiden genominen DNA eristettiin  kaupallisen DNA-eristyskitin avulla
valmistajan antamien ohjeiden mukaisesti (Nucleospin DNA Stool kit, Macherey-Nagel,
Saksa) (kts. Liite 1). Lyhyesti, DNA:n eristdminen aloitettiin siirtdmalla 180-220 mg
ulostendytetta NucleoSpin Bead Tube-putkeen, johon lisattiin 850 pl hajoittavaa lysis-
puskuria. Nayteputkea inkuboitiin 5 min +70 C:ssa, minka jalkeen putkea ravisteltiin 10
min huoneenldammossa. Taman jalkeen ndytteiden epdpuhtaudet sakkautettiin
sentrifugoimalla putkia 3 min 13,000 x G. Seuraavaksi naytteestad saatu supernatantti
kasiteltiin NucleoSpin Inhibitor Removal-pylvaassa, ja puhdistettu lysaatti eristettiin
sentrifugoinnin jalkeen. Lopuksi DNA sidottiin silikakalvoon, jolloin erilaiset inhibiittorit
ja loput epapuhtaudet saatiin pesuohjelmalla poistettua. Lopuksi silikakalvoon sidottu
DNA kuivattiin, ja uutettiin 5 mM:iin Tris-HCl:dan (pH 8.5). Naytteiden DNA-pitoisuus
maaritettiin (QlAxpert Instrument, Qiagen, USA) ennen ldhettdmista metagenomisiin

analyyseihin.

4.3 Ulostendytteiden metagenomiikka-analyysi

Eristetyt DNA-naytteet ldhetettiin Viikin kampukselle tutkimusjohtaja Petri Auvisen
johtamaan sekvensointipalveluyksikkéon (DNA Sequencing Service), missd ndytteiden
metagenomiikka-analyysit ~ tehtiin.  DNA-nadytteista  sekvensoitiin  mikrobien
ribosomaalisen 16S RNA geenin seitseman hypervaihtelevaa aluetta palveluyksikon
pystyttamalla menetelmalld. Lisdksi ndytteiden bioinformatiikka-analyysit tehtiin
palveluyksikdn toimesta. Ndin ulostendytteiden mikrobit saatiin tieteellisesti luokiteltua

sukutasolle asti. Tulokset |dhetettiin sahkoisesti tutkimusryhmalle.
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4.4 Seerumindytteiden metabolomiikka-analyysit

Suolistomikrobiston  toiminnan  selvittamistd varten tutkimuksessa  keratyt
seerumindytteet |ldhetettiin Metabolon-yritykselle USA:han. Seerumindytteista tehtiin
kohdistamaton metabolomiikka-analyysi nestekromatografia-massaspektrometria-
menetelmélld (UPLC-MS/MS). Myo6s seerumindytteiden bioinformatiikka-analyysit
tehtiin Metabolonin toimesta. Metabolomiikka-analyysi tarjoaa keinon havaita suuren
maaran aineenvaihduntatuotteita seerumista samanaikaisesti. Yhdisteiden alkupera voi
olla ravinnosta, suoliston mikrobeista tai elimistosta. Analysointiin kdytetyt menetelmat

ja tutkimustulokset lahettiin sahkoisesti tutkimusryhmalle.

4.5 Eettiset luvat

Hankelupa tutkimuksen suorittamiselle on saatu Etela-Suomen aluehallintoviraston

hankelupalautakunnalta (ESAVI / 8054 / 04.10.07 / 2016).

4.6 Oma osallistuminen tutkimukseen

Osallistuin kokeellisen tutkimuksen suunnitteluun ennen kokeen kdynnistymista, ja olin

toteuttamassa kahdeksan viikon seurantatutkimusta kesdlla 2018 (koe-eldinten

pdivittdinen hoito, koe-eldinten punnitukset ja verenpainemittaukset, kudos- ja

verindytteiden keruu). Vastasin DNA:n eristdmisestd ulostenaytteista.
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5 Tulokset

5.1 Koe-eldinten verenpaineseuranta

Jokaisen koe-eldgimen systolinen verenpaine mitattiin tutkimuksen alussa. 6-viikon
ikdisten SHR-rottien systolisen verenpaineen keskiarvo oli 146 + 4 mmHg (n=20), joka oli
huomattavasti korkeampi kuin normotensiivisten WKY-verrokkien (n=20) (systolisen
verenpaineen keskiarvo 135 +2 mmHg, p<0,05). Taméan jilkeen koe-eldimet jaettiin
neljddn ryhmaan: 1) SHR-ryhma joka sai normaalisuolaista ravintoa (n=10), 2) SHR-
ryhma joka sai runsassuolaista ravintoa (n=10), 3) WKY-ryhma joka sai normaalisuolaista

ravintoa (n=10) ja 4) WKY-ryhma joka sai runsassuolaista ravintoa.

Normaalisuolaista ravintoa saaneen SHR-ryhman systolinen verenpaine kohosi
seuranta-aikana, kokeen lopussa systolisen verenpaineen keskiarvo oli 204 + 3 mmHg
(n=10). Normaalisuolaista ravintoa saaneiden WKY-verrokkien verenpainetaso pysyi
lahes muuttumattomana seuranta-aikana, systolisen verenpaineen keskiarvo oli kokeen
lopussa 143 +4 mmHg (n=10). Runsassuolainen ravinto kohotti merkittavasti
verenpainetta SHR-ryhmdssa (229 + 3 mmHg; muutos +25 + 3 mmHg (n=10)), kun taas

WKY-ryhmalla verenpaine pysyi muuttumattomana (143 + 3 mmHg (n=10)) (Kuva 4).
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Kuva 4. Systolinen verenpaine eri tutkimusryhmissa kokeen lopussa mitattuna. WKY = Wistar-
Kyoto rotta; SHR = spontaanisti hypertensiivinen rotta; NS = normaalisuolainen ravinto; HS =

runsassuolainen ravinto. * = p<0.05, n.s. = ei tilastollisesti merkittévd (non-significant)

5.2 Ulostendytteista eristetyn DNA:n pitoisuuden ja puhtauden maarittaminen

Ulostendytteistd eristetyistd DNA-ndytteistd madaritettiin  spektrofotometrialla
(QlAxpert Instrument, Qiagen, USA) niiden DNA-pitoisuudet ja DNA:n puhtaus.

Ulostenaytteista eristettyjen DNA-naytteiden DNA-pitoisuudet on esitelty kuvassa 5.
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Ulostenaytteista eristettyjen DNA-ndytteiden DNA-pitoisuudet
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Kuva 5. Ulostendytteistd eristettyjen DNA-naytteiden DNA-pitoisuudet. DNA-pitoisuuksien
keskiarvo oli 128,7 ng / ul ja mediaani 125,5 ng / ul.

Merkittavin mittari DNA:n puhtaudelle on DNA:n absorptioista 260 nm:n ja 280 nm:n
aallonpituuksille laskettava suhdeluku A260 / A280. Suhdeluvun saadessa arvoja 1,7 ja
1,9 valilla DNA tulkitaan puhtaaksi. Toinen kdytossa oleva mittari DNA:n puhtaudelle on
vastaava suhdeluku 260 nm:n ja 230 nm:n aallonpituuksille, A260 / A230. Yli 2,0:n
suhdeluku viittaa puhtaaseen DNA:han. Edelld mainituista raja-arvoista poikkeavat
arvot viittaavat DNA:n mahdollisiin epdpuhtauksiin. Mittausten tulokset on esitelty
kuvissa 6 ja 7. Tutkimustulokset osoittavat, etta eristetyn DNA:n puhtaus oli riittava

jatkotutkimuksia varten.
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DNA-naytteiden puhtauden arviointi, A260 / A280

1,95

=
(o]

Suhdeluku

1,85

1,8

1,75

Kuva 6. DNA-néytteiden puhtauden arviointi A260 / A280:lla. Suhdelukujen keskiarvoksi saatiin
1,87 ja mediaaniksi 1,87.

DNA-naytteiden puhtauden arviointi, A260 / A230

2,5

2,3

2,1 %

1,9

Suhdeluku

1,7

1,5

1,3

Kuva 7. DNA-néytteiden puhtauden arviointi A260 / A230:lla. Suhdelukujen keskiarvoksi saatiin
2,08 ja mediaaniksi 2,16.
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5.3 Suolistomikrobiston koostumus

Metagenomiikka-analyyseissa havaittiin yhteensa 2 640 erilaista taksonomista yksikkoa.
Naista 100:lla todettiin merkittavia eroavaisuuksia normotensiivisen ja hypertensiivisen
koe-eldinkannan valilla. Lisdksi havaittiin, ettd runsassuolainen ravinto lisasi
eroavaisuuksia niin  WKY- kuin SHR-rotilla. Suolistomikrobiston koostumus eri

tutkimusryhmissa on esitetty kuvassa 8.

N [
l II S -

. B sarnesiets [ Rombautsa
g u Aloprevotella . Ruminococcaceae_unclassified_Genus
E 'oeamwmaoeae_umm_eenuslmmm
g il Odorbacter . Turicbacter
2
3 Flavoniractor . Clostridum_XVa
§ B costium_sensu s l Aistoes

251 Ruminococcus l Lactobacilus

Bifidobacterium . Porphyromonadaceae_unclassified_Genus
B prevotea B Lacmospraceae uncassfies_Genus
° - - - Clostridiales_unclassfied_Famiy

@

Kuva 8. Metagenomiikka-analyysi suolistomikrobiston koostumuksesta. Haivatut taksonomiset
yksikot ovat varikoodattu, ja lueteltu selvennyksineen ohessa. WKY = Wistar-Kyoto rotta; SHR =

spontaanisti hypertensiivinen rotta; NaCl = runsassuolainen ravinto
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5.4 Suolistomikrobiston toiminta

Seerumindytteiden  kohdistamattomassa metabolomiikka-analyysissa  havaittiin
yhteensa 691 erilaista yhdistettd. Naista 259:1ld haivattiin tilastollisesti merkitsevia
eroavaisuuksia yhdisteiden veripitoisuudessa normotensiivisen ja hypertensiivisen koe-
eldinkannan valilld (p<0,05). Metabolomiikka-maaritysten padkomponenttianalyysi on

esitetty kuvassa 9.

30
Color by Group_ID
WKY NS
SHR NS
20 BTN WKY HS
- 7 OSsHRHs
SHR_-~ _e .8 -
'd O ”
< 10 7 5 7
E ((: 2L ) - -~
g
S o
10 WKY
-20
-30 -20 -10 0 10 20 30 40

Comp.1[18.69%]

Kuva 9. Paakomponenttianalyysi. Padkomponenttianalyysissa kerdtyn datan keskeisimmat
piirteet pyritdan esittamaan ilman merkittavaa informaatiohukkaa. WKY- ja SHR-ryhmat ovat
ryhmitelty erikseen. WKY = Wistar-Kyoto rotta; SHR = spontaanisti hypertensiivinen rotta; NS =

normaalisuolainen ravinto; HS = runsassuolainen ravinto
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Keskeisimpind verenpainetautiin liittyvind aineenvaihduntareittimuutoksina havaittiin
lisdantynyt aktiivisuus tryptofaanien, sappihappojen ja hemien
aineenvaihduntareiteissd, lipidivalitteisessd signaloinnissa sekd rasva-aineiden
kayttamisessa energiantuotannossa. Erdiden sekundaaristen sappihappojen pitoisuudet

ovat esitetty kuvassa 10 ja tryptofaanien aineenvaihduntatuotteiden pitoisuuksia

kuvassa 11.
glycodeoxycholate ursodeoxycholate
14 18
1 _ 16 o
14 4
10
12
8 10
6 . _ 8
4 1 H i
’ 44 * : 1
21 T 5 H
—— 2 ° +
oL 2 — == 3 — = :
NS HS NS HS NS HS NS HS
WKY SHR WKY SHR

Kuva 10. Seerumindytteiden metabolomiikka-analyysi erdistda sekundaarisista sappihapoista.
Runsassuolainen ravinto nosti merkittavasti normotensiivisten WKY-rottien sekundaaristen
sappihappojen pitoisuuksia. WKY = Wistar-Kyoto rotta;, SHR = spontaanisti hypertensiivinen

rotta; NS = normaalisuolainen ravinto; HS = runsassuolainen ravinto

kynurenate 3-indoxyl sulfate
20 25
20 1 —_
15 1
- : — 15 — °

i i 10 0 7
051 == 05 4 e £
0-0 T T T T 0-0 T T T T
NS Hs NS Hs NS Hs NS Hs
WKY SHR WKY SHR

Kuva 11. Seeruminaytteidein metaboliikka-analyysi tryptofaanien metaboliiteista. Kohonneita
pitoisuuksia havaittiin kauttaaltaan SHR-rotilla. WKY = Wistar-Kyoto rotta; SHR = spontaanisti

hypertensiivinen rotta; NS = normaalisuolainen ravinto; HS = runsassuolainen ravinto
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Yksi mielenkiintoisimmista havaituista metaboliiteista oli fenyyliasetyyliglysiini, jonka

pitoisuus oli SHR-ryhmassd merkittdvasti enemman koholla kuin WKY-verrokeilla.

Runsassuolainen ravinto nosti pitoisuuksia molemmissa koe-eldinkannoissa (Kuva 12).

phenylacetylglycine
3.5
3.0 A B
2.5 -
2.0 - 1 i
' +
1.5 4 +
+

1.0 4 o)
051 E==
0.0 1 1 I I

NS HS NS HS

WKY

SHR

Kuva 12. Seerumindytteiden metabolomiikka-analyysi fenyyliasetyyliglysiinista. WKY = Wistar-

Kyoto rotta; SHR = spontaanisti hypertensiivinen rotta; NS = normaalisuolainen ruokavalio; HS =

runsassuolaien ruokavalio
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5.5 "Proof-of-Concept”-tutkimus

Tutkimuksen jalkeen suoritettiin viela lisatutkimus, jonka tavoitteena oli ulostesiirteiden

avulla arvioida suolistomikrobien ja verenpainetaudin syy-seuraussuhdetta.

Tutkimuksessa kaytettiin mikrobivapaita C57BL/6 hiirid ("germ-free mice”, Taconic).
Hiiret jaettiin kahteen eri ryhmaan: 1. ryhma sai ulostesiirteitd normotensiivisilta WKY-
rotilta (n=6), ja 2. ryhma sai ulostesiirteitd hypertensiivisiltd SHR-rotilta (n=6).
Ulosteensiirtoja suoritettiin viikoittain. Hiirten verenpaineen kehitystd seurattiin
yhteensda kahdeksan viikon ajan. Tutkimuksessa osoitettiin, ettd ulostesiirteet
hypertensiivisilta ~ SHR-rotilta  kohottivat mikrobivapaiden hiirien  systolista
verenpainetta merkittdvasti enemman kuin ulostesiirteet normotensiivisilta WKY-rotilta
(p<0,0055, Kuva 13). Havainto viittaa siihen, ettd ulostesiirteilld pystytaan vaikuttamaan
yksilon verenpainetasoihin. Hypertensiivisen fenotyypin siirto vyksilosta toiseen
suolistomikrobiston vilityksella viittaa vahvasti siihen, etta suolistomikrobeilla ja niiden

muodostamilla metaboliiteilla on keskeinen rooli verenpainetaudin kehittymisessa.

i * « - GF WKY FMT
*  —&—GF SHRFMT
:’:6
1104
E, P =0,0055
o -
2 1004
7))
20
10
c | J ] | | | ]
2 4 6 8

Experimental week
Kuva 13. Mikrobivapaiden C57BL/6 hiirien verenpaineseuranta. GF WKY FMT= mikrobivapaat
hiiret, jotka saivat ulostesiirteité Wistar-Kyoto rotilta; GF SHR FMT = mikrobivapaat hiiret, jotka

saivat ulostesiirteitd spontaanisti hypertensiivisilté rotilta
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6 Pohdinta

Suolistomikrobiston ja ihmisten tautitilojen vélisten yhteyksien tutkiminen on
useimmiten haastavaa, koska potilaiden perinndlliset ominaisuudet vaihtelevat
runsaasti ja ravintotekijoitd on usein lahes mahdoton kontrolloida tiukasti. Taman takia
suolistomikrobistoa tutkittaessa kdytetdadn usein kokeellisia tutkimusmalleja valittavien
mekanismien ja syy-seuraussuhteiden selvittamiseksi. Taman tutkimuksen tavoitteena
oli selvittda verenpainetaudin geneettista tautimallia hyodyntden, vaikuttaako ravinnon

suola ja kohonnut verenpaine suolistomikrobiston koostumukseen ja toimintaan.

Tassa tutkimuksessa suolistomikrobiston koostumus selvitettiin - maarittamalla
ulostenaytteista eristetystd DNA:sta 16S sekvensoinnilla. Suolistomikrobiston toimintaa
arvioitiin maarittamalla seerumindytteistd yhteensa yli 650:n aineenvaihduntatuotteen
pitoisuudet UPLC-MS/MS-laitteella. Molemmat edelld kuvatut menetelmdt ovat
validoituja ja  soveltuvat erinomaisesti tutkimushypoteesin  testaamiseen.
Suolistomikrobiston koostumuksen ja toiminnan erikoisanalyysit tehtiin tutkimusten
palveluyksikdissa, jotka vastasivat myos tutkimusaineiston bioinformatiikka-

analyyseista.

Tutkimuksen keskeisin havainto oli, ettd verenpainetautia perinndllisesti sairastavien
SHR-rottien suolistomikrobiston koostumus erosi merkittavasti normaalipaineisten
WKY-verrokkien suolistomikrobiston koostumuksesta, vaikka koe-eldimet soivat
tarkalleen samaa ravintoa. Tutkimuksessa havaittiin yhteensa yli 2 640 erilaista
taksonomista yksikkod, joista 100:lla todettiin tilastollisesti merkitsevia eroja
verenpainetautia sairastavien ja normaalipaineisten koe-eldinkantojen valilla. Lisdksi
tarkemmissa tutkimuksissa havaittiin, ettd suolistomikrobiston dysbioosin merkkina
yleisesti kadytetty Firmicutes / Bacteroidetes -suhde oli koholla my6s tutkimuksen
verenpaineen kokeellisessa tautimallissa, samoin suolistomikrobiston monimuotoisuus
oli vahentynyt verenpainetaudin yhteydessa (julkaisematon havainto). Lisaksi ”Proof-of-
Concept”-tutkimuksessa osoitettiin, ettd ulostesiirteet verenpainetautia sairastavilta

koe-eldimilta kohottivat mikrobivapaiden hiirien systolista verenpainetta merkittavasti
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enemman kuin normaalipaineisilta verrokeilta saadut ulostesiirteet. Tulokset viittaavat
vahvasti siihen, ettd suolistomikrobeilla ja niiden muodostamilla metaboliiteilla on
keskeinen rooli verenpainetaudin kehittymisessa. Kaiken kaikkiaan tutkimustulokset
tukevat nadin aiemmin kirjallisuudessa esitettyja havaintoja suolistomikrobiston ja

verenpainetaudin valisista yhteyksista (31,32,34).

Muutokset suolistomikrobiston koostumuksessa oletetaan heijastuvan niiden
toimintaan ja kykyyn muodostaa erilaisia aineenvaihduntatuotteita. Osa naista
suolistomikrobi-peraisistda metaboliiteista toimivat energianldhteind paikallisesti
suoliston epiteelisoluille, osa suolistoepiteelista lapi paasseistda metaboliiteista aktivoi
suoliston seindman tulehdussoluja sekd elimiston tulehdusreaktiota, ja lisdksi osa
metaboliiteista imeytyy suolistosta systeemiseen verenkiertoon. Verenpainetautia
sairastavien koe-eldinten seerumissa erdiden metaboliittien pitoisuudet olivat
merkittdavasti korkeammat normaalipaineisiin koe-eldimiin verrattuna. Havainto viittaa
vahvasti siihen, ettd metaboliittien muodostuminen on lisdantynyt suolistossa ja/tai
metaboliittien lapaisevyys suoliston seindmasta on lisddantynyt verenpainetaudissa. Yksi
mielenkiintoisimmasta havaituista metaboliiteista oli fenyyliasetyyliglysiini. Sen
pitoisuudet olivat merkittdvasti koholla verenpainetautia sairastavilla koe-eldimilla
normaalipaineisiin verrokkeihin nahden. Lisdksi runsassuolainen ravinto aikaansai
merkittavan pitoisuuksien kohoamisen molemmilla koe-eldinkannoilla. Koe-eldinten
fenyyliasetyyliglysiini vastaa ihmiselld PAG:ta, joka on Kkliinisissa tutkimuksissa liitetty
vakavien sydantautitapahtumien ja sydankuolemien lisddntyneeseen riskiin (44).
Verenpainetautia  sairastavilla  koe-eldimilla  havaittin  my6s  tryptofaanien
aineenvaihduntatuotteiden kohonneita pitoisuuksia niin indoliini- kuin kynureniini-
aineenvaihduntareiteissd. Tryptofaanien aineenvaihduntatuotteista osa, kuten
indoksyylisulfaatti, on tunnettuja ureemisia toksiineja, joilla on tutkimuksissa havaittu
yhteyksia  lisdantyneeseen inflammaatioon, verisuonten tukkeutumiseen ja
oksidatiiviseen stressiin. Erityisesti munaisten vajaatoimintapotilailla ureemisten
toksiinien on havaittu olevan yhteydessd suurentuneeseen kuolleisuusriskiin seka

suurentuneeseen sydan- ja verisuonitautien paatetapahtumariskiin. (51)
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Runsaan suolan saannin on osoitettu kohottavan verenpainetta. Yksi keskeisimpia
verenpainetaudin laakkeettomia hoitokeinoja on suolan saannin vdhentdminen
lahtotasosta noin viiteen grammaan vuorokaudessa. (52) Taman tutkimuksen toisena
padatavoitteena oli selvittda, aiheuttaako runsas suolan saanti muutoksia verenpaineen
lisdksi suolistomikrobiston koostumukseen ja toimintaan. Tutkimus vahvisti jo aiemmin
tehdyn havainnon SHR-rottien suolaherkkyydesta. Sen sijaan WKY-rottien verenpaine ei
kohonnut merkittavasti tutkimuksen seuranta-aikana, joka tukee aikaisempia
havaintoja tdaman mallin suolaresistenttiydestd. Huomioitava on kuitenkin, ettei
verenpaineen mittauksessa kaytetty hantamittari-menetelma ole tarpeeksi herkka
pienien verenpainemuutosten havaitsemiseen. Tutkimuksen kestoa voidaan pitda
riittdvana suolan verenpainevaikutusten arvioimiseksi, koska aikaisemmissa kliinisissa ja
kokeellisissa tutkimuksissa yli neljan viikon seuranta-ajan jalkeen elimistdon katsotaan
tottuneen uuteen suolan saantitasoon, jolloin suolan hemodynaamisia vaikutuksia
voidaan arvioida luotettavasti (52). Tutkimuksessa osoitettiin, ettd runsas suolan saanti
aiheutti muutoksia suolistomikrobiston koostumukseen sekd verenpainetautia
sairastavilla ettd normaalipaineisilla koe-eldimilld. Mielenkiintoinen havainto oli, etta
normaalipaineisilla koe-eldimilld suolistomikrobiston koostumus muuttui maarallisesti
enemmadn, kun taas verenpainetauti sairastavien koe-eldinten kyky muuttaa
suolistomikrobiston koostumusta oli vahdinen. Havainto viittaa siihen, ettd
suolistomikrobisto saattaa toimia eradnlaisena puskurimekanismina, joka toiminnallaan
estdd runsaaseen suolan kayttoon liittyvid haitallisia vaikutuksia. Kasitystd tukee
havainto siitd, ettd runsassuolainen ravinto aiheutti huomattavat muutokset lukuisten
metaboliittien  veripitoisuuksissa normaalipaineisilla  koe-eldimilld, kun taas
verenpainetautia sairastavilla koe-eldimilla muutokset olivat maarallisesti ja laadullisesti
vahdisemmat. Suolaresistenteilld koe-eldimilla havaittiin  merkittavia muutoksia
erityisesti sekundaaristen sappihappojen maarissd, joiden tiedetdan osallistuvan muun

muassa verenpaineen pitkdaikaissaatelyyn.
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7 Johtopaatokset

Kaiken kaikkiaan tutkimustulokset osoittavat, ettd verenpainetauti ja runsassuolainen
ravinto aiheuttavat merkittdvia muutoksia suolistomikrobiston koostumukseen ja
toimintaan. Suolan yhteys sydan- ja verisuonitauteihin, erityisesti kohonneeseen
verenpaineeseen, on entuudestaan tunnettu (4). Tastd huolimatta liilan moni
suomalainen saa ravinnosta liikaa suolaa, harva liilan vahan. Tietoisen suolan kayton
vahentamisen lisdksi ravintotottumusten muokkaaminen terveellisemmiksi tuo
merkittdvid terveyshyotyja. Viime vuosien kasvispainotteisen ravinnon suosio seka
lisdantynyt tarjonta edesauttavat terveellisempien valintojen tekemisessd, muun
muassa Meilahden kampusravintola UniCafe lopetti kokonaan naudanlihan kayton.
Hankalaa on kuitenkin puuttua ruokakulttuurimme, jossa ihmiset tavoittelevat
mahdollisimman nopeaa ja helppoa ruokaa. Tdma johtaa muun muassa einesten
runsaaseen kayttoon, ja harvoin aktiivisesti tiedostetaan ”piilosuolan” ja sen

aiheuttamien terveyshaittojen olemassaoloa.

Suolistomikrobiston analysointi tarjoaa tulevaisuudessa entistd enemman tietoa
potilaan terveydestd. Myds menetelmat tulevat kehittymdan, ja niiden
kayttokustannukset laskevat. Tulevaisuuden vastaanotoilla analysoidaan mahdollisesti
verindytteiden ohella ulostenaytteitd. Kliinisissa tutkimuksissa on osoitettu, etta
varhaisilla interventioilla voidaan taata vastasyntyneiden suolistomikrobiston ja
immuunijarjestelman normaali kehitys, jolloin ennaltaehkaistaan
autoimmuunisairauksien, kuten insuliininpuutosdiabeteksen ja tulehduksellisten

suolistosairauksien, kehittymista. (53)

Taman tutkielman perusteella suolistomikrobit ja niiden muodostamat metaboliitit
voisivat olla lupaavia ladkekehityksen kohdemolekyyleja kehitettdessd uusia hoitoja
sydan- ja verisuonitautien ennaltaehkdisyyn ja hoitoon. Elimistdon minimaalisesti
vaikuttavat ladkehoidot saattavat nousta keskeiseen asemaan tulevaisuudessa, jolloin
kilpajuoksu resistenttien patogeenisten mikrobikantojen kehityksen kanssa voi kdantya

|adketieteen voitoksi.
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Genomic DNA from stool samples
Protocol at a glance (Rev.02)

NucleoSpin® DNA Stool

1 Prepare sample

MN Bead Tube Type A
180-220 mg sample material
850 pL 5T1, shake horizontally 2-3 s

2 Lyse sample

70°C, 5 min

Vortex 10 min at RT using MN Bead Tube Holder
on Vortex-Genig® 2 at max. speed

13,000 x g, 3 min
Transfer 6800 plL supernatant
contaminants Vortex 5 s
5 min, 2-8 "C
13,000 x g, 3 min
= Transfer 550 pL cleared lysate on
4 Filter lysate 3 NucleoSpin® Inhibitor Removal Column
13,000 x g, 1 min
5 Adjust binding 200 pL ST3
conditions Voriox 5 s
Load 700 pL sample on
6 Bind DNA @ MNucleoSpin® DNA Stool Column

13,000 x g, 1 min

m 600 puL 5T3 13,000 x g, 1 min
7 Wash silica - m 550 pL ST4 13,000 x g, 1 min
membrane EE] 7oouLsTsVonec2s 13000 g, 1 min
[ 4= | 700 pL ST5 13,000 x g, 1 min
8 Dry silica ‘ _
membrane E @ 13,000 x g, 2 min
30-100 pL SE
9 Elute DNA Qg 13,000 x g, 1 min
Vortex 2 5
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