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Palkallinen aldosteronin synteesi
Daksusuolen seinamassa,
Mandollinen merkitys?

Hanna Launonen, Heikki Vapaatalo, Zan Pang, Jere Lindén, Riitta Korpela

Lyhennelma

Aldosteroni, inmisen tarkein mineralokortikoidi, syntetisoidaan
perinteisen kasityksen mukaan lisamunuaisen kuoren zona
glomerulosassa, mista se vapautuu verenkiertoon ja aikaansaa
vaikutuksensa munuaisten hiussuonikerasten distaalisissa tubu-
luksissa ja kokoojatiehyeissa. Viime aikoina useissa elimissa on
kuvattu paikallista, lisamunuaisen ulkopuolista (extra-adrenal)
aldosteronin ja/tai sen keskeisen entsyymin aldosteronisyntaa-
sin (CYPNB2) muodostusta. Olemme oman tutkimussarjamme
alussa osoittaneet, ettd hiiren paksusuolessa muodostuu korti-
kosteronia, jolla lienee kokeellista tulehdusta torjuvaa vaikutusta.
Kolme uutta tutkimustamme osoittavat, etta myos aldosteronia
muodostuu paksusuolessa. Sen muodostukseen tarvittavaa al-
dosteronisyntaasia ilmentyy seka ELISA-menetelmalla etta im-
munohistokemiallisesti mitattuna. Lisaksi ko. entsyymin muo-
dostusta saatelevat geenit ja transkriptiotekija liver receptor ho-
mologue -1 (LRH-1) on I6ydettavissa paksusuolessa. Aldosteronin
synteesi paksusuolindytteiden ex vivo inkubaatiossa stimuloituu
samoilla tekijoilla kuin lisamunuaisen kuoressa (angiotensiini Il
ACTH) ja niukkasuolaisella ravinnolla. Tulosten perusteella on
mahdollista, etta munuaisten lisaksi paikallisesti muodostuva al-
dosteroni osallistuu fysiologisesti elektrolyyttien ja veden vaih-
toon paksusuolessa, ja vaikutus saattaa korostua munuaisten
toiminnan ollessa puutteellista. Tulehduksellisissa suolistosai-
rauksisa (IBD), erityisesti haavaisessa paksusuolitulehduksessa
(colitis ulcerosa) paikallinen steroidisynteesi voi olla merkityksel-
lista seka diagnostiikan ettd hoidon kannalta, kuten osoitimme
kortikosteronin osalta kokeellisessa colitis -mallissa.

Abstract

The most important human mineralocorticoid aldosterone is
formed in the adrenal cortex, zona glomerulosa, and secreted
into the circulation. Aldosterone acts in renal nephron increasing
reabsorption of sodium and excretion of potassium. Recently, it
has been reported that aldosterone can be formed in several
extra-adrenal tissues. We described earlier that murine colon
can synthesize corticosterone, the precursor of aldosterone.

Therefore, it is a logic assumption that also aldosterone could
be formed in the colon. In

this study, we bring evidence supporting this assump-
tion. We detected aldosterone throughout the gastrointes-
tinal tract, most abundantly in caecum and colon. Because
colon is also an important regulator of sodium and water
balance, we searched for the crucial components of aldoste-
rone synthesis in this organ. In addition to aldosterone itself,
we found both aldosterone synthase (CYP11B2) and the gene
regulating its formation, as well as the transcription factor of
steroidogenic enzymes (liver receptor homologue-1, LRH-1)
in caecum and colon. Aldosterone synthesis in colon is stim-
ulated in tissue incubation by the same factors as in the ad-
renal gland, namely angiotensin Il, ACTH and low sodium in
mice fed with low-sodium food. We suggest that locally syn-
thetized aldosterone plays a role physiologically in colon via
mineralocorticoid receptors (ENaC) and pathophysiologically
in inflammatory bowel diseases (IBD).

Johdanto

Aldosteroni on elimiston térkein mineralokortikoidi, jota perintei-
sen kasityksen mukaan tuotetaan lisamunuaisen kuoressa (zona
glomerulosa), mistd se eritetaan verenkiertoon. Aldosteronin
vaikutus neste- ja elektrolyyttieritykseen kohdentuu munuaisis-
sa nefronien distaalisiin tubuluksiin ja kokoojaputkiin lisaten al-
kuvirtsasta natriumin ja veden takaisinottoa verenkiertoon ja
kaliumin eritysta virtsaan (1). Korkeat aldosteronin pitoisuudet
verenkierrossa (hyperaldosteronismi) aiheuttavat natriumin re-
tention kautta verenpaineen nousua, hypertoniaa, sydamen hy-
pertrofiaa ja sydanperaisia komplikaatioita (2-4).
Lisdmunuaisen zona glomerulosassa tapahtuvan aldos-
teronisynteesin lisaksi sita on osoitettu tapahtuvan myos ve-
risuonissa (5,6), sydamessa (7), aivoissa (8) inossa (9), rasva-
soluissa (10) ja munuaisissa (17). Ino on erityisen kiinnostava,
koska se on tdrkea fysiologinen ja patofysiologinen "suola-
varasto” kehossa (12) ja siella paikallinen reniini- angiotensii-
ni-aldosteronijarjestelma (RAAS) ilmentyy taydellisena (13).
Munuaisten ja ihon lisaksi paksusuoli on neste- ja elektrolyyt-
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tierityksen kannalta tarkea elin erityisesti munuaisten vajaa-
toiminnassa ja keskosilla (14) lisaten natriumin ja veden ta-
kaisinimeytymista verenkiertoon ja kaliumin eritystd suoleen.

Aikaisemmin osoitimme (15), ettd stimuloitaessa in vitro
hiiren suolikudos tuottaa ja vapauttaa vastamuodostunutta
aldosteronin esiastetta kortikosteronia normaalisti ja erityises-
ti kokeellisessa paksusuolen tulehduksessa. Koska paksusuoli
osallistuu myos veden ja elektrolyyttien vainduntaan seka il-
mentaa paksusuolen limakalvossa mineralokortikoidiresepto-
reja (MR, ENaC) (16) paadyimme selvittamaan, syntyyko aldos-
teronia paksusuolessa, onko siella tarvittavaa entsyymia aldos-
teronisyntaasia (CYP11B2) ja sitd saatelevaa geenia seka pohti-
maan loydosten mahdollista merkitysta suoliston sairauksissa.

Aineisto ja menetelmat

Koe-eldiming kaytettiin seitsemanviikkoisia Balb/c koirashii-
rid, joita kasiteltiin Suomen kansallisen koe-eldinlautakunnan

(ESAVI1/9377/2019) myontaman luvan puitteissa ja Helsingin yli-
opiston koe-eldinten kasittelyonjeiden mukaisesti.

Ravinnon suolamadardn vaikutuksen tutkimiseksi paksu-
suolen (colon) aldosteronin pitoisuuteen, aldosteronisyntaa-
siproteiinin madraan ja sité saatelevadn geeniin hiirid ruokit-
tiin 14 pdivan ajan jyrsijdravinnoilla, joissa oli normaali (0,2 %,
Harlan, Indianapolis, USA), matala (0,1 - 0,2 % Envigo, Horst,
Alankomaat) tai korkea (1,6 %, Envigo) natriumpitoisuus. Eldi-
met saivat vapaasti vetta ja ruokaa (ad lib).

Hiirista kerattiin kaikki saatavissa oleva veri rintaontelon
avaamisen jalkeen alaonttolaskimosta EDTA-putkiin isoflu-
raanianestesiassa. Vatsaontelon avaamisen jalkeen lisamu-
nuaiset ja paksusuoli otettiin naytteiksi. Paksusuolen (colon)
keskiosa avattiin, puhdistettiin sisallostd ja pakastettiin -80C
asteeseen. Aldosteronin pitoisuus mitattiin immunologises-
ti homogenoinnin, sonikoinnin ja sentrifugoinnin jalkeisesta
supernatantista (ELISA, Cayman Chemical, Ann Arbor, USA).
Aldosteronisyntaasi maaritettiin samoin (ELISA, Cloud-Clone
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KUVA 1. Aldosteronin pitoisuus suhteutettuna kasittele-
mattoman kudosnaytteen kokonaisproteiinin maaraan
ruoansulatuskanavan eri osissa. Keskiarvo (KA) 4 keski-
arvon keskivirhe (SEM), eldinten lukumaara

(n) on 8. *** P < 0.001. Viitteet 17 ja 18.

Selvittddksemme, vaikuttaako ravinnosta saatava suo-
lan maara paksusuolen aldosteronin tuottoon samoin kuin
se sdatelee lisamunuaisesta erittyvda aldosteronin pitoi-
suutta verenkierrossa, verrattiin eri natriumpitoisten di-
eettien vaikutusta. Kahden hoitoviikon kuluttua plasman
aldosteronin pitoisuudet kuvastaen lisamunuaisperaista
aldosteronin tuottoa kayttdytyivat "odotetusti” (Kuva
2A). Matalasuolainen ruoka lisdsi ja korkeasuolainen pyr-
ki alentamaan aldosteroniarvoja. Samansuuntaiset vaiku-
tukset nahdaan aldosteronin pitoisuuksissa paksusuoles-
sa (Kuva 2B). Steroidogeenisia entsyymeita saatelevan
LRH-1:n maara pieneni korkean suolapitoisuuden ryhmas-
sd, mutta matala natriumpitoinen ruoka ei vaikuttanut sii-
hen (Kuva 2C).
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Corp, Katy, USA). Naytteen kokonaisproteiinin maara arvioi-
tiin PierceTM BCA protein assay kitilla (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA), jota kaytettiin mitattaessa kudoksen
madraa punnituksen sijasta, ja muut suureet suhteutettiin
tahan proteiinimaaraan.

Immunohistokemia. Colon-kudoksista fiksoitiin forma-
liinikasittelylla. Kasittelyn jalkeen tehdyt poikittaiset paraf-
fiinileikkeet varjattiin hematoksyliinilla ja eosiinilla. Varjayk-
sen jalkeen tentiin vield immunohistokemiallinen varjays
kayttaen monoklonaalista kaniinissa tuotettua vasta-ainet-
ta (Abcam, Cambridge, UK). Samaa vasta-ainetta kaytettiin
myo6s Western Blot kuvauksessa.

RNA eristettiin paksusuolesta ja lisamunuaisesta, kaan-
nettiin ja monistettiin yleisesti kdytdssa olevin kaupallisin me-
netelmin. Yksityiskohtainen kuvaus on julkaisussa Launonen
ym. 2021 (17).

Tutkittaessa fysiologisten aldosteronin stimuloijien
ACTH:n toisioldhetin (syklinen AMP) ja angiotensiini Il:n vai-
kutuksia aldosteronin tuottoon, paksusuolen naytteitd inku-
boitiin 75 min:n ajan +37 °C, hitaasti liikuttaen esihapetetus-
sa peruspuskurissa (Krebs). Puskuriliuoksessa kaytettiin sti-
muloijia eri pitoisuuksina. Kudoksesta vapautunut aldosteroni
mitattiin inkubaatiopuskurista sentrifugoinnin jalkeen immu-
nologisesti (ELISA) ja mitattu pitoisuus suhteutettiin kudok-
sen kokonaisproteiinimaaraan.

Tilastolliseen analyysin kaytettiin SPSS Statistics versiota
26 (IBM, Armonk, USA). Tilastollisen merkitsevyyden kuvaa-
miseen kaytettiin yksisuuntaista varianssianalyysia (ANOVA)
ja Tukeyn post-hoc testid, lukuun ottamatta kuvia 1ja 6, jois-
sa tulokset analysoitiin non-parametrisella Kruskal Wallisin
testilla. Kuvat piirrettiin keskiarvoina hajontoineen (SEM), ja
agPCR aineisto esitettiin geometrising keskiarvoina. Tutkimus-

tulosten tilastollisen merkitsevyyden rajana pidetiin p<0,05.
Menetelmien vksityiskohtaiset kuvaukset ovat [6ydetta-
vissa artikkelista https://doi.org/10.26402/jpp.2021.515 .

Tulokset

Aldosteronipitoisuus plasmassa ja suolen eri osissa normaali-
suolaisen ruoan jalkeen on esitetty kuvassa 1. Ohutsuolen ku-
dostason pitoisuudet suhteutettuina kudoksen kokonaisproteii-
nimaaraan olivat varsin matalat verrattuina paksusuolen eri
osien aldosteronipitoisuuksiin. Talla perusteella ja ottaen huo-
mioon paksusuolen fysiologisen merkityksen elektrolyytti- ja
vesitasapainon saatelyssa paksusuoli valittiin tarkemmaksi
tutkimuskohteeksi.

Pohdinta ja johtopdatokset

Kahdessa tutkimuksessamme (1718) joiden keskeisia 10ydoksid
tassa katsauksessa esitetaan, oli tarkoituksena vanvistaa ja sy-
ventaa mekanismien osalta kirjallisuudessa ensimmaisena jul-
kaisemaamme havaintoa suolistossa tapahtuvasta paikallisesta
aldosteronin muodostuksesta (19). Tutkimus toteutettiin hiirilla,
ja keskityttiin paksusuolessa tapahtuvaan synteesiin. Molem-
missa tutkimuksissa kaytettiin suolapitoisuuden suhteen kol-
menlaista ruokaa, normaalia kaupallista jyrsijoille tarkoitettua
rehua, muuten samanlaista lahes suolatonta ja korkeasuo-
laista ruokaa. Tarkoituksena oli matalasuolaisella ruoalla sti-
muloida aldosteronin tuottoa sekd lisdmunuaisessa (plasman
aldosteronipitoisuus) ettd suolikudoksessa, mika tapahtuikin.
Korkeasuolaisen ruoan ryhmassa aldosteronitasot olivat pie-
nimmat plasmassa (lisamunuaisvaikutus) ja suolessa, joskaan
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KUVA 2. Aldosteronin pitoisuus plasmassa ja madra colonissa seka liver receptor homologue-1 (LRH-1) suhteutettuina kudosnayt-
teiden kokonaisproteiiniin erisuolaista ravintoa saaneilla hiirilla. KA ¢ SEM, n = 6- 8. ** P < 0.01, *** P < 0.001. Viite 17.
Aldosteronisyntaasin (CYP11B2) pitoisuus ei heijastanut ruoan natriumin pitoisuuksia sen paremmin paksusuolessa kuin lisdmu-
nuaiskudoksessa mitattuna ELISAlla (Kuva 3A) tai Western Blotilla (Kuva 3B). Mydskaan lisamunuaisessa (yksi "poolattu” lisdmu-
nuaiskudosten arvo) ei ravinnon suolamaaradn vaikutusta ndhty. Molemmilla menetelmilld osoitettuina lisdmunuaisen pitoisuudet
olivat moninkertaiset paksusuolen arvoihin verrattuina.
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erot normaalin ruoan ryhmaan eivat olleet tilastollisesti mer-
kitsevia. Tama todennakdisesti johtui liian vahdaisesta suolan
maarasta verrattuna aikaisempaan verenpainetutkimuk-
seemme, jossa kaytettiin 8% NaCl rikastettua ruokaa (20).

Osoitimme aldosteronisyntaasin proteiiniméaaran liséan-
tyvan aldosteronin tavoin ruoan matalan suolapitoisuuden
vaikutuksesta, kun suolikudosta oli inkuboitu 75 min 37C:ssa.
Sen sijaan natiivissa suolessa vaikutusta ei ndhty. Mydskaan
kyseista entsyymia sadtelevassa geeniekspressiossa ei to-
dettu selvaa kasvua.

Suolikudoksen inkubaatiossa osoitettiin aldosteronin va-
pautuminen inkubaatiopuskuriin. Vapautuminen voimistui
fysiologisten stimuloijien, ACTH:n toisolahetin syklisen AMP:n

ja angiotensiini Il:n, vaikutuksesta. Kun osoitimme paksusuoli-
kudoksen ilmentdvan myas transkriptiotekijaa liver receptor
homologue-t:a (LRH-1), joka sdatelee aldosteronisyntaasin
muodostusta geenitasolla, olemme osoittaneet paksusuo-
lessa paikalliseen aldosteronin synteesiin tarvittavat keskei-
set tekijat.

Paikallisen aldosteronisynteesin merkitys suolessa jaa
olettamuksen varaan. Pitoisuudet ovat niin pienia, vaikkakin
pitoisuudet suurenevat fysiologisten stimuloijien vaikutuk-
sesta, etta perinteistd hormonaalista vaikutusta verenkierron
kautta muihin elimiin niilla ei ole. Distaalisessa paksusuolen
limakalvossa ilmentyy mineralokortikoidireseptoreita, joten
paikallisesti muodostuva yhdiste, pieninakin pitoisuuksina, voi

reseptoreita parakriinisesti stimuloi-
malla aiheuttaa muutoksia neste- ja

elektrolyyttikuljetuksessa suolessa.
Reseptorit (ENaC, epithelial sodium
channels) ovat tyypiltédan erilaisia
suolessa kuin munuaisessa. Munuai-

Lisamunuainen

A Colon Lisamunuainen sen reseptoreissa jo pieni pitoisuus
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Western Blot -mittauksissa sekd im-
munohistokemiassa olemme luot-
taneet valmistajien antamiin tietoi-
hin vasta-aineiden spesifisyydesta ja
mahdollisista ristireakticista aldos-
teronimaarityksissa seka CYPI1IBI:n
(kortikosteronisyntaasi) ja CYPTIB2:n
(aldosteronisyntaasi) kesken. Kaytta-
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mamme vasta- aineet ja maaritysme-
netelmat ovat kirjallisuuden mukaan
lagjasti kaytossa arvostetuissa tutki-
musryhmissa ja lehdissa. Alkuperais-
téidemme tieteellisessé arvioinnissa
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on osoitettu kuitenkin laskennallisesti
(pitoisuudet plasmassa, hiiren verivo-

KUVA 3A. Aldosteronisyntaasiproteiinin pitoisuus eri suolapitoista ruokaa saaneiden
hiirien colonissa (n= 7- 8) ja kuudesta eldimesta poolatussa lisémunuaisndyteessa
ELISA:lla mitattuna A. KA 4 SEM. B Edustava yksittdinen Western Blot - kuva ja nel-

jan maarityksen KA < SEM. Viite 17.

Immunohistokemiallinen tarkastelu osoittaa aldosteronisyntaasin paikallistuvan
paksusuolen seindmdssa eniten muscularis externan siledlihassoluihin, joskin sita
on pienemmassa madrin myds suolen pintaepiteelissa (Kuva 4).

lyymi ja maarda suolessa seka suolen
puhdistus ja paino huomioon ottaen)
merkityksettomaksi.

Keskeinen kysymys, kuten aina
elain- tai solukokeita tehtdessa bio-
tieteissa on 16yddsten kliininen rele-
vanssi. Hiirta ja rottaa on vuosikym-
menia kaytetty "ihmisen malleina”,
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joilla on lahestytty kliinisia kysymyksia vakioiduissa, mutta
helposti muunneltavissa koejarjestelyissa. Viime vuosien siir-
to- ja poistogeeniset hiiret ovat tuoneet eldinkokeet "lahem-
maksi ihmista". Ryhmassamme on meneillaan tutkimus, jos-
sa nadita edella kuvattuja suureita tutkitaan tulehduksellisten
suolistosairauksien (IBD) yleisessa mallissa rotalla. Jos tulok-

set antavat aihetta, pyrimme saamaan Kliinisia naytteita seka
suolen peruspitoisuuksien etta inkubaatiossa vapautuvan al-
dosteronin, kortikosteronin ja aldosteronisyntaasin mittaami-
seksi. Estamalla angiotensiini ll:n muodostusta tai salpaamal-
la sen ATRI-resptoreita kokeellinen suolitulehdus hiirilla oli
kumottavissa (21), joskaan riittavaa kliinista nayttoad ei vield

KUVA 4. Immunohistokemiallinen aldosteronisyntaasin varjays paksusuolen kudosleikkees-
ta. A-kuvassa pintaepiteelisoluissa on hajanaista, vaaleaa varjaytymista (mustat nuolet) ja
B-kuvassa siledsta lihaksesta koostuva lihaskerros (tunica muscularis) varjaytyy voimakkaasti
(musta nuolen karki). Hematoksyliini/eosiini-varjays. A-kuvassa objektiivin suurennus 40 x ja
B-kuvassa 20 x. Viite 17.

Aldosteronisyntaasia saatelevan geenin ilmentyminen paksusuolessa oli riippumaton ra-
vinnon natriumpitoisuudesta, joskin véhdisempi, tilastollisesti ei-merkitsevd ero oli nahtadvissa
matalanatriumisen ruoan ryhmassa (Kuva 5A). Eldinten lisémunuaisten poolatuissa ndytteissa
pieni ravinnon natriumin maara lisasi geeniekspressiota, joka kaikkiaan oli 10000-kertainen
suoleen verrattuna (Kuva 5B).
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KUVA 5 A. Aldosteronisyntaasia sadtelevan geenin ilmentyminen eri suolapitoista ruokaa
saaneiden hiirien colonissa geometrinen keskarvo (n=6-8) ja B kuudesta eldimestd poolatus-
sa lisamunuaisndytteessa. Viite 17.

Fysiologiset stimuloijat angiotensiini Il ja ACTH:n toisiolahetti syklinen AMP lisdsivat pus-
kuriliuksessa inkuboidusta suolikudoksesta vapautuneen aldosteronin ja sen esiasteen korti-
kosteronin samoin kuin kudosproteiiniin suhteutettua aldosteronisyntaasin maaraa (Kuva 6).

ole. Voidaan myos olettaa,
ettd estamalla MR-resepto-
reita (spironolaktoni) tai al-
dosteronisyntaasia (fadrat-
soli) voitaisiin vahentaa
suolitulenduksessa aldos-
teronin vaikutuksia limakal-
von lapaisevyyteen muis-
sakin kroonisissa taudeissa
kuin IBD, joissa vallitsevana
oireena on ripuli tai muu
nestehukka suoleen. Mikali
IBD-potilaiden suolen lima-
kalvosta otetusta koepalas-
ta on osoitettavissa renii-
ni-angiotensiini- aldostero-
nijarjestelman muutoksia,
kuten on jo nayttoéa angio-
tensiini Il:n osalta, voisivat
nama madritykset tuoda Ii-
sansa taudin diagnostiikas-
sa ja hoidon ohjaamisessa.

Yhteenveto: Olemme
kolmessa eri vertaisarvi-
oidussa tutkimuksessa en-
simmaisind osoittaneet al-
dosteronisynteesiin tarvit-
tavien tekijoiden ilmenty-
misen hiiren paksusuoles-
sa. Arvelemme paikallisen
aldosteronin vaikuttavan
suolen omien mineralokor-
tikoidireseptoreiden kautta
neste- ja elektrolyyttivaih-
duntaan. Synteesiin suo-
lessa voidaan vaikuttaa
samoilla tekijoillé kuin lisa-
munuaisessa. Mahdollisen
kliinisen merkityksen osoit-
taminen on lisatutkimusten
varassa. @
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KUVA 6. Normaalin suolaruoan saaneiden hiirien colon-n&dytteiden inkubaatiossa angiotensiini Il:n ja syklisen AMP (DBA) sti-
muloiva vaikutus puskuriin vapautuneen kortikosteronin (A) ja aldosteronin (B) pitoisuuksiin seka kudoksen aldosteronisyntaasin
pitoisuus (C) suhteutettuina kudosten kokonaisproteiiniin. KA ¢ SEM.

*P<0.05, ***P<0.001. N on aldosteronin verrokkille 8-10 ja muille 5-6. Viite 18.
Matala ja korkeasuolaisia ravintoja saaneiden eldinten suoli-inkubaatioissa edelld mainitut stimuloijat eivat aiheuttaneet tilastol-

lisesti merkitsevid muutoksia (ei kuvissa).
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