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Background and aim of the study: Based on epidemiological studies, high red meat consumption
increases the risk of colon cancer. The association linking red meat and colon cancer might be
explained by N-nitroso compounds (NOCSs). N-nitroso compounds are formed in the digestive tract
from red meat in dose-response manner and NOCs can be detected in feces as ATNCs (Apparent
Total N-Nitroso Compounds). NOC concentration in feces is associated with colon tumors in animal
studies. Diet may have an effect on endogenous NOC formation. Berries contain a lot of fiber and
polyphenols. These compounds may decrease NOC formation. The effects of berries and their
polyphenols on NOC formation have not been studied before. This study investigates whether eating
berries changes endogenous NOC formation in the gut on a diet containing red meat and whether
NOC associates with nutrient intakes. Furthermore, metabolites of polyphenols are measured in the
feces.

Design and methods: The study was a part of KarniMari Study conducted in the University of
Helsinki in the Division of Nutrition. KarniMari Study was a randomized parallel two-armed
intervention study. In this work only the other arm of the KarniMari Study (n = 43) is reported. Study
subjects’ age was 2067 years. In this study, two different diets were studied (n =21 and n = 22 in
groups). Both diets included 150 grams of pork meat products, which were consumed daily for four
consecutive weeks. In addition to pork, the other study group consumed also approximately 200 g of
berries daily. Subjects kept a 3-day-food record and collected fecal samples at the beginning and the
end of the study. NOCs were measured by detecting nitric oxide released from nitrogen compounds
using NO-Analyzer. Polyphenols and their metabolites were analyzed with UHPLC-DAD-FLD
method. Statistical analysis were conducted with IBM SPSS Statistics 22 program. The difference
between the study groups were tested with T-test and Nonparametric Tests and correlations were
tested with Spearman Rank Correlation.

Results: There was no significant difference between the study groups in NOC concentration at the
end of the study, even though the concentration was slightly lower in the berry group. Subjects who
consumed berries had a significantly higher dietary intake of fiber (p = 0,024) and vitamin C (p <
0,001). Polyphenols and their metabolites were detected from fecal water and the total concentration
was higher in the berry group compared to the control group. No urolithin nor anthocyanins were
detected. Protochatechuic (p = 0,027) and p-coumaric acid (p = 0,003) concentrations were higher in
the berry group.

Conclusion: Eating berries has no effect on fecal concentration of NOCs but it increased polyphenol
concentration, especially protochatechuic and p-coumaric acid, in the feces of subjects on the red
meat diet in this study design. Adding berries to diet can increase the intake of fiber to the level
recommended by the Finnish nutrition recommendations. The association between the fecal NOC
and the risk of colon cancer needs more research.
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KAYTETYT SELITTEET JA LYHENTEET

USPE mikro-kiintedfaasiuuttosysteemi, engl. micro Solid-Phase
Extraction
AICR Amerikan syopatutkimussaatio, engl. American Institute for

Cancer Research

ATNC N-nitrosoyhdisteet, engl. Apparent Total N-Nitroso Compounds
BMI painoindeksi, engl. Body Mass Index
DAD-FLD diodirividetektori-fluoresenssi-ilmaisin, engl. Diode Array and

Fluorescence Detection
HAA heterosyklinen aromaattinen amiini

HPLC korkean erotuskyvyn nestekromatografia, engl. High Performance
Liquid Chromatography

NDMA N-nitrosodimetyyliamiini

NEM N-etyylimaleimidia

NO typpioksidi

NOC N-nitrosoyhdisteet, engl. N-Nitroso Compound

PAH polysyklinen aromaattinen hiilivety

PCA protokatekiinihappo

Prosessoitu liha eri tavoin kasitelty (esim. savustus, suolaus, palvaus, lisdaineiden

lisdys) liha, joka sisdltda lisattyja ainesosia, kuten lisdaineita ja

suolaa
Punainen liha naudan-, porsaan-, hevosen-, lampaan- ja vuohenliha
SL sailytysliuos
THL Terveyden ja hyvinvoinnin laitos
UHPLC erittain korkean suorituskyvyn kromatografi, engl. Ultra High

Performance Liquid Chromatography

WCRF Maailman syopatutkimussaatio, engl. World Cancer Research
Fund
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1 JOHDANTO

Elimiston solujen elinkaari on tarkoin sédadelty. Syopa saa alkunsa muuntuneesta solusta, jonka
kehitys ja jakautuminen on héiriintynyt elimiston puolustusjérjestelmésté huolimatta. Mutaatiot
geeneissa lisddvat sairastumisriskid syopaan, mutta taudin kehittyminen on pitka
tapahtumasarja, johon vaikuttavat niin ymparistotekijat, elintavat kuin elimiston siséiset tekijét.
Yht& mielté ollaan siitg, ettd ruoka ja ravintoaineet sekd ruoanvalmistustavat vaikuttavat riskiin
sairastua moniin eri syopiin. Ruoan ja ravintoaineiden vaikutukset voivat olla sekd suotuisia
ettd epdsuotuisia syovan kehityksen kannalta. Vaikutus voi olla suoraa tai se voi tapahtua
esimerkiksi suoliston kautta (WCRF/AICR 2007).

Paksusuolisydpd on yksi maailman yleisimmistd syOvistd ja erityisen yleinen se on
teollistuneissa maissa, kuten Suomessa (WCRF/AICR 2007, Mecklin ym. 2016). Miehilla sit&
diagnosoidaan naisia enemméan. Ruoka ja ravintoaineet ovat erittdin tirkedssd roolissa
paksusuolen sydvén ehkaisyssa sekd sen synnyssd. Maailman syopéatutkimussaation WCRF:n
(World Cancer Research Fund) ja Amerikan syopéatutkimussaation AICR:n (American Institute
for Cancer Research) mukaan punaisen ja prosessoidun lihan runsas syonti lisaa
paksusuolisyopariskia vahvaan tieteelliseen nayttdon perustuen. SyoOpéatutkimussaatiot
kehottavat maailmanlaajuisesti rajoittamaan punaisen ja prosessoidun lihan syontid. Punaisen
lihan syomisen véhentdminen on huomioitu yh& vahvemmin my6s suomalaisissa

ravitsemussuosituksissa (Valtion ravitsemusneuvottelukunta 2014).

Punaisen ja prosessoidun lihan mahdollisia vaikutustapoja paksusuolisyopéaan on arveltu olevan
esimerkiksi sen siséltdmé tyydyttynyt rasva, proteiini, lihan valmistuksessa muodostuvat
karsinogeenit eli syopavaaralliset yhdisteet, lihan siséltdma hemirauta, lihan sailontdaineena
kéytettava nitriitti sek& N-nitrosoyhdisteet (WCRF/AICR 2010). Monet N-nitrosoyhdisteistd on
luokiteltu karsinogeeneiksi. Punaisen lihan sisaltamét typpiyhdisteet toimivat Idhtdaineina N-
nitrosoyhdisteille, joita muodostuu ruoansulatuskanavassa, mika on todennakoisesti suolistolle
haitallista. Tutkimusten mukaan N-nitrosoyhdisteiden muodostumiseen suolistossa voi

mahdollisesti vaikuttaa ruokavaliolla.



Ravintokuidun runsas saanti sen sijaan on yhteydessa pienentyneeseen paksusuolen
syopariskiin (WCRF/AICR 2010). Mahdollisesti myds kasvisten, hedelmien ja marjojen syonti
on suolistolle hyvéksi. Marjat ovat hyvé kuidun l&dhde ja ne siséltavét runsaasti polyfenoleja.
Polyfenolit voivat jossain maarin imeytya suolistosta, mutta valtaosa niistd kulkeutuu
imeytyméattdminé paksusuoleen (Manach ym. 2004). Suolistossa polyfenolit muokkautuvat
erilaisiksi aineenvaihduntatuotteiksi, jotka saattavat vaikuttaa seka elimiston ettd suoliston
toimintaan.  Polyfenoleilla ja niiden aineenvaihduntatuotteilla on havaittu muun muassa
antioksidanttisia vaikutuksia, ja ne voivat sitoutua reaktiivisiin yhdisteisiin muodostaen
erilaisia komplekseja ja siten mahdollisesti estdd syopdvaarallisten N-nitrosoyhdisteiden
muodostumista ruoansulatuskanavassa. Polyfenoleilla on havaittu tutkimuksissa erilaisilla

koeasetelmilla paksusuolen syovalta ehkaisevia vaikutuksia (Nufiez-Sanchez ym. 2015).

Taman tutkimuksen lahtdajatuksena oli, voisiko punaista lihaa kéyttdessa ruokavalion muulla
sisallollg, tasséd tapauksessa marjoilla, ehkéistd punaisen lihan aiheuttamia haitallisia
vaikutuksia suolistolle. Tutkimus on osa KarniMari-interventiotutkimusta, joka toteutettiin
vapaaehtoisilla syksyllda 2014 Helsingin yliopistossa, elintarvike- ja ymparistotieteiden
laitoksessa. Taman pro gradu -tutkielman pdadtavoitteena oli tutkia, vaikuttaako marjojen
syominen sianlihaa sisaltavalla ruokavaliolla sisdsyntyiseen  N-nitrosoyhdisteiden
muodostumiseen, ja pienentddkd se N-nitrosoyhdisteiden pitoisuutta ulosteesta mitattuna
terveilla koehenkil6illa. Tutkimuksessa ulostendytteista mitattiin myos tiettyjen polyfenolien
pitoisuuksia. Naiden arvellaan olevan muun muassa marjojen siséltdmien polyfenolien
aineenvaihduntatuotteita. Sen lisdksi laskettiin tutkimusryhmien ravintoaineiden saanti seka

niiden yhteys N-nitrosoyhdisteiden ja polyfenolien pitoisuuksiin.



2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Paksusuolisyopa

2.1.1 Yleisyys

Paksusuolisyopad on maailmanlaajuisesti yksi yleisimmistd syovistd; vuonna 2012 se oli
miehilld kolmanneksi yleisin ja naisilla toiseksi yleisin syopatyyppi (IARC 2015). Sen
ilmaantuvuus on suurta erityisesti lansimaissa, kuten Australiassa seka Euroopan ja Pohjois-
Amerikan maissa. Suomessa paksusuolisyopa (perdsuolisyopa mukaan luettuna) on miehilla
kolmanneksi yleisin syopé, vuonna 2012 tapauksia oli 1540, naisilla puolestaan 1403 (Suomen
Syopérekisteri 2014, Mecklin ym. 2016). Naisilla paksusuolisyopa on toiseksi yleisin syopa
rintasyovéan jalkeen. Miesten osalta paksusuolen ikavakioitu sydpailmaantuvuus on jopa
kaksinkertaistunut viimeisen 50 vuoden aikana. Naisten kohdalla ilmaantuvuuden kasvu ei ole
ollut yhtd merkittdvdd. Suolistosydvan hoitotulokset parantuvat jatkuvasti, mutta edelleen

kuolleisuus syopédédn on suurta (Mecklin ym. 2016).

2.1.2 Syovan perinnollisyys ja tyypit

Paksusuolisyopériskiin vaikuttaa perinndllisyys: sydpatapauksista noin 7 % johtuu
perinnollisistd sairauksista, minka liséksi noin 20 %:lla sairastuneista on taudille perinndllista
alttiutta (WHO 2015). Perinndllisia oireyhtymid ovat muun muassa familiaalinen
adenomatoottinen polypoosi ja ei-polypoottinen paksusuolisyopasyndrooma eli Lynchin
syndrooma (Jarvinen ym. 2013, Mecklin ym. 2016). Paksusuolisyovistd 95 % on
adenokarsinoomia eli rauhasepiteelistd lahtoisin olevia syopdkasvaimia. Adenoomalla
tarkoitetaan limakalvon kohoumaa eli polyyppia, jolla on tunnusomainen mikroskooppinen
rakenne. Suoliston adenoomassa voi esiintyd joko lievad tai vaikeaa dysplasiaa eli epiteelin
erilaistumishairiotd. Vaikealla dysplasialla tarkoitetaan jo syépamuutosta. Adenooma voi olla
hyvélaatuinen, mutta jos sitd ei poisteta, se kasvaa ja syopéan viittaavat piirteet lisadantyvat.
Adenooman kehittyminen pahalaatuiseksi voi kestaa vuosia, jopa 5-10 vuotta, mutta kaikki
adenoomat eivat ehdi kehittya syoviksi (Jarvinen ym. 2013).



2.1.3 Muut riskitekijat

Suoliston tulehdukselliset sairaudet, kuten haavainen paksusuolen tulehdus (Colitis ulcerosa),
voivat altistaa paksusuolisyovélle (Mecklin ym. 2016). Viime aikoina krooninen tulehdus on
liitetty paksusuolen syopariskiin ja sen on havaittu edesauttavan kasvaimien muodostuksen eri
vaiheita useiden mekanismien kautta (WCRF/AICR 2007, Demeyer ym. 2016).
Perinndllisyyden lisaksi myos elintavoilla on vaikutus tautiriskiin, silld arviolta 3040 %
paksusuolen sydpatapauksista olisi ehkaistavissa elintapojen avulla. Yleiset kroonisten tautien
riskitekijat, kuten tupakointi, lihavuus, alkoholin kulutus ja véahdinen fyysinen aktiivisuus
lisdavat myos paksusuolisyovén riskid. Myos suoliston bakteeriflooralla voi olla merkitys
syopariskiin. Suoliston mikrobistoon vaikuttavat eri tekijat, kuten synnytystapa, geneettiset
tekijat, elimiston puolustusjarjestelmad, antibioottien kayttd ja ruokavalio (Scott ym. 2013).
Terve suoliston bakteeristo suojelee suoliston soluja taudin aiheuttajilta ja vaikuttaa solujen
uusiutumiseen, mutta tdméan tasapainon maarallinen tai laadullinen muutos voi edesauttaa

suolistosydvan kehittymistd (Demeyer ym. 2016).

2.2 Paksusuolen syopariski ja ravitsemus

2.2.1 Ravitsemus- ja elintapatekijat

Maailman sydpatutkimussaatio WCRF yhdessd Amerikan syopatutkimussaation AICR:n
kanssa ovat arvioineet vuonna 2010 ruoan, ravitsemuksen ja fyysisen aktiivisuuden yhteytta
paksusuolisyopariskiin sen hetkisen tutkimusnayton perusteella. Kirjallisuuskatsauksen
paatulokset ovat taulukossa 1. Sen mukaan eri elintapatekijat voivat pienentéé tai suurentaa
paksusuolen syoOpériskid. Katsauksen mukaan tutkimusnayttd on vahvaa punaisen ja
prosessoidun lihan, alkoholin kulutuksen, lihavuuden, keskivartalolihavuuden seka
aikuispituuden paksusuolisyOpériskid suurentavasta vaikutuksesta. Fyysinen aktiivisuus ja
kuitupitoisen ruoan, kuten esimerkiksi tdysjyvaviljan ja kasvisten, sydminen sen sijaan
pienent&d paksusuolen sydpériskid. Muiden ravitsemustekijoiden vaikutus suolistosyopéén ei
ole katsauksen mukaan tieteellisesti yhtd vahvaa (WCRF/AICR 2010).
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Taulukko 1. Paksusuolisydpdan vaikuttavat ravitsemus- ja elintapatekijat WCRF/AICR:n
mukaan tutkimusnayttoon perustuen (mukailtu WCRF/AICR 2011).

Naytdn vahvuus Pienentaa riskia Suurentaa riskia
Vakuuttava Kaikki fyysinen aktiivisuus Punainen liha
Kuitupitoiset ruoat Prosessoitu liha

Alkoholi (miehet)
Lihavuus
Keskivartalolihavuus

Korkea pituus aikuisena

Todenndkoinen Valkosipuli Alkoholi (naiset)
Maito

Kalsium (kalsiumlisd 1200 mg/d)

Rajallinen: viitteellinen Ei-tarkkelyspitoiset kasvikset Rautaa sisaltavat ruoat (kasvi- ja

Hedelmat ja marjat eldinperaiset)

D-vitamiinipitoiset ruoat Juusto

Eldinrasvaa sisaltavat ruoat

Lisattya sokeria sisaltavat ruoat

Rajallinen: ei Kala, glykeeminen indeksi,
johtopaatosta folaatti, C- ja E-vitamiini, seleeni,
vaharasvainen ruokavalio

2.3 Punaisen ja prosessoidun lihan yhteys paksusuolisyopaan

2.3.1 Punaisen ja prosessoidun lihan maaritelma

Punaisella lihalla tutkimuksissa tarkoitetaan usein sellaisten eldinten lihaa, jotka sisaltavat
enemman niin kutsuttuja punaisia lihassoluja (runsaasti mitokondrioita ja myoglobiinia) kuin
valkoisia (WCRF/AICR 2007, Oostindjer ym. 2014). Siten punaista lihaa on naudan-, sian-,
lampaan-, vuohen- ja hevosenliha. Naiden eldinten siséelimet luokitellaan p&adasiassa myos
punaiseksi lihaksi. Siipikarjanlihaa kutsutaan vastaavasti valkoiseksi lihaksi erilaisten
lihassolujen takia. Villina el&vien riistaeldinten, joista Suomessa yleisid ovat esimerkiksi hirvi
ja janis, lihaa ei luokitella talla hetkelld punaiseksi lihaksi vahaisen tutkimustiedon takia. Liha
japunainen liha voivat olla prosessoitua. Suomalaisissa ravitsemussuosituksissa prosessoidusta
lihasta kaytetddn termid lihavalmiste (Valtion ravitsemusneuvottelukunta 2014). Ei ole

olemassa yhta yleisesti hyvéaksyttyd maaritelmé& prosessoidulle lihalle. WCRF/AICR (2007)
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tarkoittaa sill4 lihaa, joka on jollain tavoin késitelty séilymisen parantamiseksi esimerkiksi
savustamalla, suolaamalla tai lisaédmaélla siihen sailontaaineita. Prosessoituja lihavalmisteita
ovat esimerkiksi makkarat, leikkeleet, lihapullat ja pekoni. Jauheliha ei normaalisti sisalla
séilontaaineita, joten sita ei yleensa pidetd prosessoituna lihana. Mydskéaan kypsennettya lihaa,
jota kylméséilytetdan, ei yleensé luokitella prosessoiduksi lihaksi. Prosessoitu liha voi sisaltda
myo0s valkoista lihaa (WCRF/AICR 2007).

2.3.2 Epidemiologinen naytto ja punaisen lihan kulutus

Etenevistd kohorttitutkimuksista tehtyjen meta-analyysien mukaan punaisen ja prosessoidun
lihan kulutus on merkitsevasti yhteydessd suurentuneeseen paksusuolisypariskiin ja usein
yhteydelle on havaittu annos-vastesuhde (Alexander ym. 2010, Alexander ym. 2011, Chan ym.
2011). WCRF ja AICR paatyivatkin vuonna 2007 seka vuonna 2010 paivitetyssa
katsauksessaan samankaltaiseen tulokseen (WCRF/AICR 2007, WCRF/AICR 2010). Tdémén
takia ne antoivat vuonna 2007 suosituksen punaisen lihan syonnistd tutkimusnédyttoon
perustuen. Sen mukaan punaista lihaa ei tulisi syoda véestdtasolla yli 300 g viikossa ja
prosessoitua lihaa ei tulisi sydda lahes ollenkaan. Yksilétason suositus lihaa syoville on 500 g
kypsennettyd punaista lihaa (mika vastaa 700-750 g raakaa lihaa) viikossa. Vuonna 2014
julkaistuissa suomalaisissa ravitsemussuosituksissa kehotetaan entistd enemmaén rajoittamaan
punaisen ja prosessoidun lihan syomista ja suositus véestotasolla on enintddn 500 g punaista
lihaa viikossa (Valtion ravitsemusneuvottelukunta 2014). Punainen liha suositellaan
korvattavan esimerkiksi vahéarasvaisella siipikarjanlihalla tai kalalla. Finravinto 2012 -
tutkimuksen mukaan 25-64-vuotiaat suomalaiset miehet syovat punaista ja prosessoitua lihaa
keskimddrin 144 g ja naiset 78 g pdivasséd (Helldan ym. 2013). Siipikarjanlihaa syddaéan
keskimaarin 39 g (miehet) ja 28 g (naiset), kalaa puolestaan 34 g ja 27 g padivassa. Verrattuna
vuoden 2007 Finravinto-tutkimuksen tuloksiin (Paturi ym. 2008), liharuokien syonti kasvoi
sek& miehilld ettd naisilla, erityisesti kana- ja kalkkunaruokien osalta. Suomalaiset miehet
syOvét punaista lihaa keskimaéarin kaksi kertaa enemman kuin suositellaan (Helldan ym. 2013,

Valtion ravitsemusneuvottelukunta 2014).
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2.4 Punaisen lihan sydnnin mahdolliset vaikutustavat paksusuolisydpaan

Punainen liha on hyvé proteiinin lahde ja se siséltaa runsaasti esimerkiksi tyydyttynytta rasvaa,
rautaa ja monia B-ryhman vitamiineja, kuten Biz-vitamiinia, jota ei saada kasviperdisista
ldhteista (Valtion ravitsemusneuvottelukunta 2014). Rasvan laatu ja mé&&rd vaihtelevat
punaisessa lihassa muun muassa elédimen, lajin, ruokinnan ja ruhon osan mukaan (WCRF/AICR
2007). Punaisen lihan suolistolle haitallisten vaikutusten on arveltu liittyvdn muuan muassa
lihan siséltamiin, ohutsuolessa imeytymattémiin, proteiineihin, sen sisaltdmaan rasvaan, lihan
kypsennyksesséa muodostuviin heterosyklisiin aromaattisiin amiineihin (HAA) ja polysyklisiin
aromaattisiin hiilivety-yhdisteisiin (PAH), lihan sisaltdmaan hemirautaan seka reaktiivisiin
typpiyhdisteisiin eli N-nitrosoyhdisteisiin (NOC, engl. N-nitroso compounds) (Bastide 2011,
Kim ym. 2013, Demeyer 2016). Nama lihan sisaltdmat ja lihasta elimistossa syntyvét haitalliset
yhdisteet voivat mahdollisesti itsendisesti tai synergisesti vaurioittaa solujen DNA:ta
suolistossa ja siten vaikuttaa paksusuolisyévan syntyyn. Ne saattavat myos vaikuttaa yhdessa

esimerkiksi matala-asteiden tulehduksen ja suoliston bakteeriston kanssa (Demeyer ym. 2016).

2.4.1 Punaisen lihan sisaltama rasva, proteiini ja aineenvaihduntatuotteet

Punaisen lihan siséltdmaa rasvaa, joka on enimmaékseen tyydyttynyttd, on esitetty yhdeksi sen
haitalliseksi tekijaksi (Kim ym. 2013, Demeyer ym. 2016). Runsas rasvan saanti liséa
sekundaaristen sappihappojen eritysta sapesta suolistoon, minké vaikutusta suolistokasvainten
muodostukseen on tutkittu. Muut mahdolliset vaikutustavat liittyen rasvaan, on vapaiden
rasvahappojen haitallinen vaikutus suoliston epiteeliin. Sen lisdksi runsaasti rasvaa sisaltava
ruokavalio on liitetty ylipainoriskiin, mik& puolestaan on paksusuolisyovan riskitekija.
Véestotutkimuksista ei ole kuitenkaan saatu vahvistusta punaisen lihan rasvahypoteesille

(Demeyer ym. 2016).

Liha siséltd runsaasti proteiinia. Arviolta noin 12-18 g imeytymatonta proteiinia kulkeutuu
paksusuoleen pdivittain, mika pitad sisalladn sekd ruoasta perdisin olevan proteiinin etta
ruoansulatuksessa eritetyt entsyymit (Scott ym. 2013). Paksusuolessa bakteerit muokkaavat
imeytymattomié proteiineja ja hiilihydraatteja. Paksusuolen proksimaalisessa osassa bakteerit
metaboloivat ruoan hiilihydraatteja ja pH on siella happamampi verrattuna paksusuolen
distaaliseen osaan. Paksusuolisyop&d havaitaan eniten distaalisessa osassa suolta, missa

muokataan erityisesti imeytymatonté proteiinia. Paksusuoleen tulevan proteiinin maaré riippuu
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syodyn proteiinin laadusta ja madréstd. Sen hajotessa paksusuolessa muodostuu typped ja
aminohappoja bakteerien energiaksi sekd jatkoreaktioihin. Reaktioissa tapahtuu my0ds
deaminaatiota eli aminoryhmien poistoa, jossa muodostuu lyhyt- ja haaraketjuisia rasvahappoja
sekd ammoniakkia (Scott ym. 2013). Ammoniakin tiedetdan olevan haitallista suolen epiteelille
(Demeyer ym. 2016, Bastide ym. 2011). Haaraketjuiset rasvahapot muodostuvat padasiassa
haaraketjuisista aminohapoista, eli valiinista, isoleusiinista ja leusiinista, ja ndiden pitoisuutta
ulosteessa voidaan pitéé proteiinien hajoamisen markkerina (Scott ym. 2013). Aromaattisten
aminohappojen bakteerien deaminaatiossa muodostuu puolestaan fenoli- ja indoleyhdisteita.
Imeytyméattdmien aminohappojen dekarboksylaatio tuottaa paksusuolessa amiineja, jotka
voivat toimia nitrosoamiinien, erdaiden N-nitrosoyhdisteiden, lahtdaineina (Bastide 2011).
N&ma monet proteiinien hajoamisen metaboliatuotteet voivat olla suolen epiteelille haitallisia

ja eri mekanismeilla voi olla yhteisvaikutus paksusuolisydvan kehittymiseen.

2.4.2 Lihan prosessoinnissa muodostuvat haitalliset yhdisteet

Punaisen lihan prosessointi, kuten sdilontaaineiden lisaédminen, voi muodostaa lihaan
karsinogeeneja aineiden reagoissa lihan sisaltdmien yhdisteiden kanssa (WCRF/AICR 2007).
Lihan kypsentdminen kovassa kuumuudessa muodostaa lihaan mahdollisia tai todettuja
syOpdvaarallisia aineita kuten HAA- ja PAH-yhdisteitd. HAA-yhdisteitd muodostuu lihaksen
aminohapoista korkeissa kypsennyslampatiloissa. Erityisesti grillaus avotulella tai hiilillg ja
uppopaisto 0Oljyssa saavat aikaan paljon néaitd yhdisteitd. Ruoan kypsennys erimerkiksi
avotulessa aiheuttaa puolestaan PAH-yhdisteiden muodostusta ruoan pinnassa (WCRF/AICR
2007).

Lihavalmisteet siséltavat usein séilontaaineita, kuten nitriittid (Evira 2016). Nitriitti vaikuttaa
lihavalmisteiden variin, séilyvyyteen ja makuun. Lisdaine-nitriitin k&yttémaara elintarvikkeissa
on EU:ssa sdadelty. Se voi reagoida suolistossa aminohappojen kanssa ja muodostaa N-
nitrosoyhdisteitd (Hughes ym. 2001). Nitriitti& pidetddn mahdollisena karsinogeenina, silld se
on N-nitrosoyhdisteiden lahtdaine (WCRF/AICR 2007). Vaestotutkimusten mukaan

tutkimusnaytto nitriitin yhteydest& paksusuolisyovan riskiin on vield epaselva (Xie ym. 2016).
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2.4.3 Hemirauta

Lihan sisaltdma rauta on hemirautaa, kun taas kasvikunnan tuotteissa rauta on ei-hemirautaa,
joka imeytyy ruoansulatuselimistdstda hemirautaa huonommin (Freese ja Voutilainen 2012).
Hemirauta on Kkiinni porfyriinirakenteessa. Rauta osallistuu elimistossa hapetus-
pelkistysreaktioihin ja voi siten aiheuttaa oksidatiivisia vaurioita esimerkiksi DNA:han,
proteiineihin tai solukalvon lipideihin, minka takia sen toimintaa elimistossa séadelldin
tarkkaan. Meta-analyysin mukaan runsas lihaperdisen hemiraudan saanti etenevien
kohorttitutkimusten perusteella on merkitsevasti yhteydessa suurentuneeseen paksusuolen
syopariskiin (Bastide ym. 2011). Punaisen lihan sisdltdmd hemirauta mahdollisesti katalysoi
N-nitrosoyhdisteiden muodostumista ja rasvojen hapettumista ja siten haitallisten vapaiden

radikaalien muodostumista suolistossa (Cross ym. 2003, Bastide ym. 2011).

Rotilla tehdyssa tutkimuksessa on havaittu, ettd paljon hemia sisaltavé ruokavalio vahingoittaa
paksusuolen epiteeliéd aiheuttaen epiteelin hyperplasiaa eli liikakasvua, mika voi johtaa lopulta
syopakasvaimen muodostumiseen (Pierre ym. 2004, Vogel ym. 2008). In vivo -tutkimuksessa
verrattiin ilmakuivatun kinkun, hemin ja hemoglobiinin vaikutuksia sydvén esiasteen
biomarkkereihin rotilla (Pierre ym. 2010). Tutkimuksen mukaan ulosteesta eristetyn
ulosteveden sytotoksisuus ja lipidien hapettuminen oli suurempaa Kkinkku- ja
hemiruokavalioilla kuin hemoglobiinia sisaltavélla ruokavaliolla. Tutkijat spekuloivat, ettd
ruoan vapaa hemi olisi terveydelle haitallisempaa kuin hemoglobiini, jossa hemi on
kiinnittyneend proteiiniin. Prosessoituun lihaan lisatty nitriitti voi nitrolysoida hemiraudan, joka
voi irtautua lihan myoglobiinista. Tdma vapaan nitrosohemin haitallisuus voisi selittaa, miksi

erityisesti prosessoitu liha lisdéd paksusuolisydvan riskia (Pierre ym. 2010).

2.5 N-nitrosoyhdisteet

N-nitrosoyhdisteet (NOC, engl. N-nitroso compounds) ovat reaktiivisia typpiyhdisteitd, joissa
nitrosoryhma (-N=0) on Kkiinnittynyt typpiatomiin (Tricker 1997). Monet NOC:istd ovat
mahdollisesti karsinogeeneja eli syopévaarallisia aineita (IARC 2014). N-nitrosoyhdisteita
saadaan ruokavaliosta, mutta niille altistutaan my0s ymparistéssd, kuten tupakoinnin ja
kosmetiikkatuotteiden kautta (Tricker 1997). Ulkoisen altistuksen liséksi NOC:itd muodostuu

elimistdssa sisdsyntyisesti, mikd on arviolta 45-75 % ihmisen kokonaisaltistumisesta NOC:ille.
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Esimerkiksi prosessoidun lihan nitriitistd tai muusta nitrosoivasta yhdisteestd, joka pystyy
luovuttamaan typpioksidin, voi muodostua mahalaukun happamissa olosuhteissa seka
suolistossa muun muassa sekundadristen ja tertidaristen amiinien kanssa N-nitrosoamiineja,
jotka ovat NOC:ita (Tricker 1997, Oostindjer ym. 2014). Paksusuolen mikrobisto mahdollistaa
N-nitrosaation (Massey ym. 1991). Nama typpiyhdisteet poistuvat elimistosta syljen, virtsan ja
ulosteen mukana (Tricker 1997, Oostindjer ym. 2014).

2.5.1 N-nitrosoyhdisteiden yhteys paksusuolen syopaan

Epidemiologisia tutkimuksia NOC-altistuksen yhteydestd paksusuolen sydpaan on melko
vahan. Zhun ym. (2014) tapaus-verrokkitutkimuksessa (n=1760 paksusuolisyopétapausta)
erddn  N-nitrosoyhdisteen, NDMA:n (N-nitrosodimetyyliamiini), saanti ruoasta oli
merkitsevassa yhteydessa paksusuolisyodpariskiin paksusuolisyopad sairastavilla henkililla.
NOC-saantia mitattiin takautuvasti ruoankayttokyselylomakkeella. Myds NOC:ita sisédltavan
prosessoidun lihan kulutus oli yhteydessd suurentuneeseen paksusuolen sydpariskiin.
Vanhemmassa suomalaiseen véestdon pohjautuvassa etenevédssa kohorttitutkimuksessa
(n=9985) havaittiin  my6és NDMA:n saannin olevan yhteydessa suurentuneeseen
paksusuolisyodpariskiin (Knekt ym. 1999). NOC:iden sisasyntyistd muodostusta ei otettu
altistuksessa huomioon. Toisessa laajemmassa etenevassa kohorttitutkimuksessa (n=23 363) ei
havaittu yhteyttd paksusuolisyopériskin ja laskennallisesti mitatun N-nitrosoyhdisteen,
NDMA:n, saannin tai sisasyntyisen muodostuksen vélilld (Loh ym. 2011). Sisasyntyinen
NOC:iden muodostus laskettiin teoreettisella laskentakaavalla. Sen sijaan NDMA:n saanti oli
merkitsevassa yhteydessa perasuolen alueen ja ruoansulatuselimiston sydpariskiin (Loh ym.
2011).

2.5.2 Eldin- ja solututkimukset

Erilaisilla eldinmalleilla on havaittu, ettd punaista lihaa sisaltavé ruokavalio verrattuna ei-lihaa
sisaltdvaan ruokavalioon lisdd preneoplastisia leesioita (MDF, engl. mucin-depleted foci)
jyrsijoiden paksusuolessa (Pierre ym. 2013, Santarelli ym. 2013). MDF:& pidet&an suoliston
esisydvallisind muutoksina. NOC:iden esiasteita sisdltavan hod dogin sydominen lis&a hiirilla
myas paksusuolen epanormaaleja kryptia (ACF, engl. aberrant crypt foci) kontrolliin verrattuna

(Davis ym. 2012). ACF:a pidetddn myds paksusuolen syopéakasvaimien esiasteina.
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In vitro -tutkimuksessa paksusuolisydpasoluilla on havaittu NOC:iden vaikuttavan muun
muassa syopésolujen jakautumiseen, apoptoosiin eli ohjelmoituun solukuolemaan ja solujen
signaalireitteihin (Hebels ym. 2011). NOC:iden mahdolliset vaikutustavat suoliston solujen
toimintaan saattaa olla yhdistekohtaista. Ne voivat osallistua myds DNA:n O8-guaniinin
metylaatioon muodostaen addukteja eli erdanlaisia komplekseja, jotka voivat haitata DNA:n
kahdentumista (Lewin ym. 2006). Tam4 voi altistaa mutaatioille paksusuolisyovélle altistavissa
geeneissa paksusuolen epiteelisoluissa. Koehenkil6illa on havaittu, ettd runsaasti punaista lihaa
sisdltdvan ruokavalion noudattaminen verrattuna kasvisruokavalioon lisaéd NOC-riippuvaisten
DNA-adduktien mé&&rdd suolistosta perdisin olevissa soluissa. Niiden maara korreloi
tutkimuksessa ulosteen NOC-pitoisuuden kanssa (Lewin ym. 2006).

2.5.3 N-nitrosoyhdisteiden analysointi

Ruoasta peréisin olevat sekéd suolistossa muodostuvat NOC:et on mahdollista analysoida
nestemaisista naytteistd, kuten virtsasta ja ulosteesta, kayttaen niin kutsuttua ryhmaominaista
denitrosaatiomenetelm&& (Kuhnle ja Bingham 2007). NOC:et voidaan mitata homogenoidusta
ulosteesta tai ulostevedestd, jossa ulosteen neste on suodatettu kuivasta aineesta.
Ryhméominaisessa denitrosaatiomenetelméssa naytteestd havaitaan vapautuva typpioksidi
(NO) kemiluminesenssilla kayttden denitrosaatiossa apuna esimerkiksi bromivety-(HBr) ja
vetykloridi(HCI)-liuoksia. Talla kemiallisella denitrosaatiolla NO:a voi vapautua eri N-
nitrosoyhdisteistd, kuten N-hemi-, N-tioli- ja O-nitrosoyhdisteistd, minka takia menetelméalla
mitatusta yhdisteesta kaytetaan nimitystda ATNC (Apparent total N-nitroso compounds). Muita
epasuoria menetelmia avuksi kayttden ATNC:sta voidaan erottaa muun muassa nitrosotioli- ja
N-hemiyhdisteet, mik& parantaa menetelmén mittaustarkkuutta ja luotettavuutta (Kuhnle ja
Bingham 2007).
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2.5.4 N-nitrosoyhdisteet ja punainen liha

Bingham ym. (2002) ovat ryhmé&ominaista denitrosaatiomenetelmad ké&yttden todistaneet
terveilla mieskoehenkildilld sisasyntyisen NOC-pitoisuuden lisdéntyvén annos-vastesuhteessa
punaisen lihan (sian- ja naudanliha) syontiin nédhden ulostendytteista mitattuna (kuva 1).
Pienella 60 gramman péivdannoksella ei ole merkitsevaa vaikutusta ulosteen NOC-
pitoisuuteen, mutta kun paivittainen punaisen lihan méérd nousee yli 200 g/d, myds NOC-
pitoisuus suurentuu merkitsevasti ja suurenee edelleen lihan maaran noustessa yli 400 gramman
(Hughes ym. 2001). NOC-pitoisuus on ollut tutkittavilla riippumatonta tutkimusruokavalion
noudattamisajasta (1040 d). On havaittu, ettd mitd pidempadn ruoka viipyy tutkittavien
suolistossa, sitd suurempaa NOC-pitoisuus on (Hughes ym. 2001). Rotilla tehdyssa
tutkimuksessa ulosteveden NOC-pitoisuus suureni pekonia siséltavalla ruokavaliolla verrattuna
kontrolliin, mutta se ei suurentunut naudan-, sian- tai siipikarjanlihaa sisaltavilla ruokavalioilla
(Parnaud ym. 2000).
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Ulosteen NOC-pitoisuus ng/g
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0 60 240 420
Punaisen lihan saanti g/d

Kuva 1. Punaisen lihan sydmisen vaikutus ulosteen NOC-pitoisuuteen (keskiarvo ja
keskihajonta) (mukailtu lahteesta Hughes ym. 2001).

NOC-mittausmenetelmén kehittyessa tutkimuksissa on alettu erotella NOC:istd myds N-tioli-

ja N-hemiyhdisteitd. Kuhnle ym. (2007) vertasivat tutkimuksessaan 240 g punaista lihaa
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sisdltdvan ruokavalion ja kasvisruokavalion vaikutusta NOC-muodostukseen. Tutkimuksessa
kerattiin vapaaehtoisilta ndytteet ohutsuolen sykkyréasuolesta ja ulostendytteet. Verrattaessa
tutkimushenkildiden sykkyrédsuolen tuotoksen ja ulosteen N-nitrosoyhdisteiden pitoisuuksia
havaittiin  N-hemiyhdisteiden pitoisuuden olevan merkitsevasti suurempi kuin N-
tioliyhdisteiden. Tutkimuksen mukaan punaista lihaa sisaltdvan ruokavalion noudattaminen
suurentaa ulosteen ja sykkyrasuolen sisallon N-hemi- ja N-tioliyhdisteiden pitoisuutta
verrattuna kasvisruokavalion noudattamiseen. Naytteiden hemipitoisuus korreloi vahvasti N-
hemiyhdisteiden pitoisuuden kanssa. Tutkijat havaitsivat testatessaan tutkimusruokavalioita
ruoansulatusta jaljittelevassa mallissa, ettd tionitrosaatiota tapahtuu vatsankaltaisissa
happamissa olosuhteissa. He arvelevat vatsassa tapahtuvan tionitrosaation olevan NOC:iden
muodostuksen ensiaskel suolistossa (Kuhnle ym. 2007). Punaista lihaa sisdltdvassa
interventiotutkimuksessa tutkittavien N-hemiyhdisteiden pitoisuus on ollut suurempaa kuin N-

tioliyhdisteiden pitoisuus ulosteesta mitattuna (Joosen ym. 2010).

2.5.5 Siipikarjanlihan, kalan ja nitriitin vaikutus NOC-pitoisuuteen

Prosessoidun, nitriitti& sisaltavan lihan, kuten pekonin ja kinkun, sydminen vaikutti ulosteen
NOC-pitoisuuteen samalla tavalla kuin lisdaineeton punainen liha koehenkildilla (Joosen ym.
2009). Valkoisella lihalla eli siipikarjanlihalla tai kalalla, ei havaittu vastaavaa vaikutusta
(Bingham ym. 2002, Joosen ym. 2010). Binghamin ym. tutkimuksessa (2002) verrattiin 420 g
ja 600 g punaisen lihan ja vastaavan méaran valkoista lihaa (siipikarjanlihaa ja vahdrasvaista
kalaa) vaikutusta ulosteen NOC-pitoisuuteen (n=12). NOC-pitoisuus suureni koehenkil6illa
huomattavasti punaista lihaa sisaltavalla ruokavaliolla verrattuna valkoista lihaa sisaltdvaan
ruokavalioon. Tutkimuksessa ei eroteltu N-nitrosoyhdisteitd. Joosenin ym. (2010)
vaihtovuorokokeessa (n=14) tutkittiin punaisen lihan (325 g/d), kalan (375 g/d) ja
sekaruokavalion (50 % kalaa, 50 % punaista lihaa) vaikutusta ulosteen NOC-pitoisuuteen.
Ulosteen NOC-pitoisuus suureni merkitsevasti punaisen lihan mééran kasvaessa ruokavaliossa.
Myds N-hemi- ja N-tioliyhdisteiden pitoisuudet suurenivat punaisen lihan osuuden kasvaessa
verrattuna kalaa sisaltavéan ruokavalioon. Naista N-hemiyhdisteiden pitoisuus oli merkitsevasti

suurempi kaikilla tutkimusruokavalioilla.
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2.5.6 Muiden ravintotekijoiden vaikutus N-nitrosoyhdisteisiin

Ruokavaliossa on havaittu olevan myo6s yhdisteitd, jotka mahdollisesti ehk&isevat NOC
muodostusta; esimerkiksi kalsium pienentdda ulosteen NOC-pitoisuutta niin jyrsijoilla kuin
ihmisilla (Pierre ym. 2013, Santarelli ym. 2013). Pierren ym. tutkimukseen (2013) osallistui 18
tervettd miestd. He nauttivat kontrolloiduissa olosuhteissa plasebo-sokkoutetussa
vaihtovuorokokeessa neljan péivéan ajan ruokavaliota, joka sisalsi paivittain 180 g sianlihaa
sekd joko kalsiumlisad (1 g/d) tai vaihtoehtoisesti a-tokoferolia lihan mukana. Kalsiumlisaa
sisaltavalla ruokavaliolla koehenkildiden ulosteen NOC-pitoisuus oli merkitsevasti pienempi
kuin pelkké&a sianlihaa siséltavalla ruokavaliolla (Pierre ym. 2013). Resistenssin tarkkelyksen,
teeuutteen, vihreiden kasvisten tai a-tokoferolin lisaédminen ruokavalioon ei ole vaikuttanut
ulosteen NOC-pitoisuuteen vapaaehtoisilla, jotka ovat noudattaneet runsaasti punaista lihaa
sisdltdvad ruokavaliota (Silvester ym. 1997, Hughes ym. 2002, Pierre ym. 2013). a-tokoferoli
pienentdd NOC-pitoisuutta kuitenkin eldinmallissa (Pierre ym. 2013). Soijalla sen sijaan
havaittiin NOC-pitoisuutta pienentdva vaikutus koehenkil6illd runsaslihaisella ruokavaliolla
(Hughes ym. 2002).

Russell ym. (2011) ovat havainneet, ettd proteiinin maaran lisdédminen ja kuidun maarén
pienentaminen ruokavaliossa lisdd huomattavasti ulosteen NOC-pitoisuutta vapaaehtoisilla.
Holtropin ym. (2012) interventiotutkimuksessa (n=16) tutkittiin erilaisten ruokavalioiden,
elintarvikkeiden ja ravintoaineiden yhteyttd NOC muodostumiseen koehenkil6ill4d. Punaisen
lihan syominen oli yhteydessa ulosteen NOC-pitoisuuteen, kun puolestaan ruokavalion
hiilihydraatit korreloivat kadnteisesti NOC-pitoisuuteen. Regressioanalyysissa havaittiin, etta
sisasyntyistda NOC-muodostusta selittaa ylipainoisilla miehilla parhaiten ruokavalion punaisen

lihan maara seka nitraatin, C-vitamiinin, energian ja ei-tarkkelyspolysakkaridien saanti.

2.6 Marjat ja paksusuolisyopa

2.6.1 Kasvisten, hedelmien ja marjojen yhteys paksusuolen syopariskiin
WCRF/AICR:n (2010) mukaan hedelmien ja marjojen paksusuolisyovaltd ehkéisevasta
vaikutuksesta on viitteellistd naytt6a. Laajaan EPIC-tutkimukseen (the European Prospective

Investigation into Cancer and Nutrition) perustuvan katsauksen mukaan paksusuolen syopariski
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on 14 % pienempi henkil6illd, jotka kuluttavat hedelmid ja vihanneksia eniten verrattuna vain
vahan kuluttaviin (Bradbury ym. 2014). Marjat luokitellaan usein samaan ryhmé&an hedelmien
kanssa. Suojaava yhteys havaitaan my6s kuidun saannilla ja paksusuolisyopariskilla: riski on
17 % pienempi henkildilld, jotka saavat kuitua eniten verrattuna vain vahéan kuitua saaviin.
EPIC-aineistosta tehdyn vield uudemman tutkimuksen mukaan (Leenders ym. 2015)
vihannesten ja hedelmien kulutus yhdessa on yhteydessd 13 % pienempéan
paksusuolisyopariskiin, kun verrataan kasviksia véhiten kuluttavia niitd eniten kuluttaviin.
Tutkimuksen mukaan marjojen kulutus ei ole yhteydessa paksusuolisydpariskiin, kun niita
eniten kuluttavat soivat keskimadrin 21 g/d. Meta-analyysin, jossa oli mukana 22
epidemiologista tutkimusta, mukaan vihannesten ja hedelmien syonti on yhteydessa
pienempaan paksusuolen adenoomien riskiin (Ben Q ym. 2015). Vihannesten kulutus ei ole
itsendisesti merkitsevasti yhteydessa paksusuolisyopariskiin, mutta runsas hedelmien syonti

(marjat mukaan luettuna) on yhteydessé pienentyneeseen paksusuolisyopariskiin.

2.6.2 Kasvisten, hedelmien ja marjojen saantisuositus ja kulutus Suomessa

Kasviksia kehotetaan kayttdmaan runsaasti ja monipuolisesti péivittdin: noin puolikiloa
kasviksia, marjoja ja hedelmid pdivassd, mikd vastaa noin 5-6 annosta (Valtion
ravitsemusneuvottelukunta 2014). Naistd marjojen osuudeksi suositellaan noin 2 annosta
paivassa, mika vastaa 2 dl. Kasvikset suositellaan kéytettdvan kypsentdmattoming ja
sokeroimattomina. Suomessa miehista 75 % sy0 tuoreita kasviksia paivittéin, naisista hieman
isompi 0sa, 87 % (Helldan ym. 2013). Vihannesten ja hedelmien sydnnissa jaadaan selvésti alle
suositusten. Marjoja sy6 hyvin harva joka péiva — miehista 14 % ja naisista 28 %. Miehet syovat
niitd keskim&arin 18 g ja naiset 25 g péivassa. 65-74-vuotiaat syOvat marjoja l&hes
kaksinkertaisesti tyoikaisiin ndhden. Verrattuna Finravinto 2007 -tutkimuksen tuloksiin (Paturi
ym. 2008) vuonna 2012 kasvisten ja kasvisruokien kulutus hieman nousi sekd miehilla etta

naisilla, mutta hedelmien ja marjojen kulutus laski (Helldan ym. 2013.

2.7 Marjojen polyfenolit

Marjat siséltavat energiaravintoaineista eniten hiilinydraatteja. Ne ovat hyva kuidun ldhde ja
sisdltdvat paljon myds muita ravintoaineita, kuten C- ja E-vitamiinia sekd polyfenoleja
(Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2016). Polyfenolit ovat niin kutsuttuja fytokemikaaleja

(Manach ym. 2004). Kasviperdiset fytokemikaalit eivét ole ravintoaineita eli niilld ei tiettavasti
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ole valttamattomia tehtavia elimistossa kuten esimerkiksi vitamiineilla, mutta ne voivat olla
elimistolle ja suolistolle hyodyllisia. Marjat siséltdvat runsaasti polyfenoleja, joita kasvit
muodostavat omiksi puolustusmekanismeiksi. Rakenteeltaan fenoli on aromaattinen rengas,
johon on liittynyt hydroksyyliryhmé&. Polyfenolit voidaan luokitella ryhmiin rakenteensa
mukaan, kuten aromaattisen renkaan mé&arén tai niiden liityntdtavan perusteella. Usein
polyfenolit luokitellaan seuraavasti: flavonoidit, fenolihapot, tanniinit, lignaanit ja stilbeenit.

N&ma voidaan edelleen jakaa moniin eri alaluokkiin (Manach ym. 2004).

2.7.1 Marjojen polyfenolipitoisuus

Suomalaisen tutkimuksen mukaan marjat ovat yleisesti polyfenolipitoisuudeltaan ylivoimaisia
muihin polyfenoleja sisdltaviin elintarvikkeisiin verrattuna (Ovaskainen ym. 2008).
Kahdestakymmenestéd eniten polyfenoleja sisaltavasta elintarvikkeesta jopa 16 on marjoja.
Muut kahdestakymmenestd ovat tumma suklaa, kaakaojauhe, maapéhkina seka rukiin ja vehnén
leseet. Eri polyfenoliryhmien pitoisuus vaihtelee merkittavasti kasvista toiseen. Flavonoideista
marjat siséltavat paljon esimerkiksi flavonoleja ja antosyanidiineja, joita on runsaasti erityisesti
sinisissda ja mustissa marjoissa. Fenolihapoista marjat siséltdvat paljon puolestaan
hydroksikanelihappoa ja tanniineista ellagitanniineja ja proantosyanidiineja. Ellagitanniineja
on erityisesti mansikoissa, vadelmissa ja lakassa (Ovaskainen ym. 2008). Kuvassa 2 on
Suomessa yleisesti kaytettyjen marjojen keskimaaréisia polyfenolipitoisuuksia.
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Kuva 2. Suomessa yleisesti kdytettyjen marjojen polyfenolien keskimaaraisia pituuksia
mg/100 g (mukailtu ldhteista Mattila ym. 2006, Koponen ym. 2007, Hellstrém ym. 2009).

2.7.2 Polyfenolien saanti

Arvion mukaan Yhdysvalloissa polyfenolien saanti on keskimadrin 1 g/d henkil6illa, jotka
kayttavat vihanneksia ja hedelmid s&anndllisesti (Manach ym. 2004). Niiden saantia on
kuitenkin vaikea arvioida ruoankayton tutkimusmenetelmilld, koska monien polyfenolien
pitoisuuksia on vain harvoissa elintarvikkeiden koostumustietokannoissa, eikd niiden
pitk&aikaissaantiin ole vield luotettavaa biomarkkeria. Suomalaisten keskimé&ardinen
polyfenolien saanti on noin 860 mg/d (Ovaskainen ym. 2008). Taulukossa 2 on suomalaisten
keskimaardinen polyfenolien saanti Finravinto 2002 -tutkimuksen mukaan. Miehilla
polyfenolien saanti ruoasta on absoluuttisesti suurempaa kuin naisilla, mutta energiavakioituna
tilanne on pdinvastainen — naisilla saanti on suurempaa kuin miehill4&. Suomalaiset saavat
polyfenoleja ylivoimaisesti eniten kahvista. Sen jélkeen parhaimmat saantildhteet ovat
viljatuotteet, tee ja hedelmét. Tutkimuksen mukaan péivittaisesta polyfenolien saannista vain
vajaa 4 % saadaan keskimadrin marjoista ja marjaruoista, vaikka marjojen polyfenolipitoisuus
on suuri. Kuitenkin tiettyjen polyfenoliryhmien saannista vastaavat l&hes kokonaan marjat,
marjaruoat ja -mehut, esimerkiksi ellagitanniineista 99 %, antosyanidiineista 88 % ja
proantosyanidiineista 47 % saadaan marjoista. Antosyanidiineja saadaan padasiassa mustikoista
(Ovaskainen ym. 2008).
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Taulukko 2. Suomalaisten keskimaardinen polyfenolien saanti luokittain (Finravinto 2002 -
tutkimus) (mukailtu Iahteesta Ovaskainen ym. 2008).

Yhdiste (mg/d)? Kaikki Naiset Miehet
Polyfenolit yhteensa 863 + 415 817 + 368 919 + 458**
Kahvihappo 417 £ 325 359+ 271 487 + 368*
Ferulahappo 120+ 60 103 +4 139 + 67**
p-kumariinihappo 16+7,5 15+6,5 17 + 8,5**
Sinappihappo 11+6,6 10+5,3 12+7,6**
Anytosyanidiinit 47 +79 53+76 43 + 82**
Flavonoidit 33+43 37+44 27 £ 43%*
Proantosyanidiinit 128 +120 139+121 115+ 118**
Ellagitanniinit 12 + 37 15+43 8 +28**
Isoflavonoidit 0,9+3,9 1,0+4,8 0,8 +2,6%*
Lignaanit 0,9+5,7 1,4+7,5 0,4 +2,1**
Karotenoidit 5,9+4,7 6,2+4,6 5,6+t4,7
Sterolit 368 + 427 322 +398 424 + 453%**

*Arvot ovat keskiarvoja + keskihajonta, n= 2007 (1095 naista ja 912 miesté).
**Ero naisten ja miesten vililla, p-arvo <0,01.

2.7.3 Polyfenolien imeytyminen

Polyfenolit imeytyvat melko huonosti ruoansulatuselimistosta (Tarko ym. 2013). Imeytyékseen
ne vaativat usein hydrolyysiad ruoansulatusentsyymien tai mikrobiston avulla. Kasviperdisten
polyfenolien ruoansulatus ja imeytyminen alkaa mahalaukussa, mutta paaasiassa ne imeytyvat
ohut- ja paksusuolessa. Arvion mukaan noin 50 % polyfenoleista kulkeutuu paksusuoleen, josta
osa jaa edelleen imeytymattd. Lopulta ne poistuvat elimistdsté virtsan, sappihapon ja ulosteen
mukana (Manach ym. 2004).

Polyfenolit voivat liittyd ruoan eri komponentteihin, kuten proteiineihin, polysakkarideihin ja
rautaan, mik& voi vaikuttaa, suoliston olosuhteiden ohella, ravintoaineiden imeytymiseen. Ei
ole kuitenkaan tarkkaa tietoa siit4, miten ruokavalion eri komponentit vaikuttavat polyfenolien
imeytymiseen tai hyvaksikaytettavyyteen. Luultavasti niiden imeytyminen on suurempaa, jos
polyfenoleja nauttii puhtaana yhdisteend kuin jonkun ruoan mukana. Tama toisaalta saattaa

vahentaa niiden vaikutuksia suolistossa (Manach ym. 2004).
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Polyfenolit voivat kulkeutua elimistéssa eri kudoksiin, mutta tiettavasti niitd ei varastoida
elimistossa. Plasman polyfenolipitoisuudet vaihtelevat yhdisteen ja sen imeytymisen mukaan.
Polyfenolit ja niiden metaboliitit poistuvat yleensa nopeasti plasmasta, joten niiden lahteité on
nautittava saannollisesti péivittdin, jotta veren polyfenolipitoisuus sdilyy. Ne voivat osallistua
my0s sappihappokiertoon, jolloin ne pysyvét elimistossd mahdollisesti pidemp&én (Manach
ym. 2004).

2.7.4 Marjojen polyfenolimetaboliitit

Monien polyfenolien pitoisuus verenkierrossa on hyvin pieni, eivétka ne kaikki erity virtsan ja
ulosteen mukana, mink& takia on herannyt kiinnostus niiden aineenvaihduntatuotteisiin
(Williamson ja Clifford 2010). Arvellaan, ettd polyfenolien vaikutukset elimistoon selittyisivat
ainakin  osittain  niistd muodostuvien  polyfenolimetaboliittien avulla.  Useimpia
polyfenolimetaboliitteja ei ole elintarvikkeissa sellaisenaan. Imeytyméattoméat polyfenolit
siirtyvat ohutsuolesta paksusuoleen, jossa ne voivat muuntua jossain maarin erilaisiksi
aineenvaihduntatuotteiksi eli  polyfenolimetaboliiteiksi  suoliston mikrobiston avulla.
Polyfenolimetaboliitit ovat mahdollisesti paremmin imeytyvia kuin niiden lahtoaineet, ja niiden
pitoisuus suolistossa voi olla hyvinkin suuri (Manach ym. 2004). Osa polyfenolien
metaboliatuotteista on hyvin yhdistekohtaisia. Usein tiettyd metaboliittia muodostuu monesta
eri lahteestd, joten oletettavasti aineenvaihduntatuotteita on suppeampi méard kuin niiden
ldhtoaineita. Nahtavéksi jad, voidaanko polyenolimetaboliitteja tulevaisuudessa kayttaa
polyfenolien saannin biomarkkerina (Manach ym. 2004). Epéselvaa edelleen on, miten
polyfenolimetaboliitteja  muodostuu, miten ne imeytyvat ja millainen niiden
hyvéksikaytettavyys elimistossa on (Nufiez-Sanchez ym. 2015). Esimerkiksi antosyaanien
hyvéksikaytettavyys sellaisenaan on huono, joten ne vaikuttavat luultavasti metaboliittiensa

kautta suolistossa.

Marjojen siséltdmien polyfenolien metaboliitteja tunnetaan vield melko véhan (Puupponen-
Pimia ym. 2013). Yksi esimerkki erityisesti marjojen polyfenolimetaboliiteista on urolitiini,
jota muodostuu ellagitanniinista suoliston mikrobiston avulla. Erddssa in vivo -tutkimuksessa
nautittu ellagiinihappo muuntui 80 %:sti urolitiineiksi (Gonzalez-Barrio ym. 2011) Urolitiinin
tuotto on kuitenkin hyvin yksilostd riippuvaa, mitd saattaa selittdd suoliston erilainen
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mikrofloora (Cerdd ym. 2005, Truchado ym. 2012). Luultavasti kaikki henkil6t eivét pysty
tuottamaan urolitiinia. Suoliston metaboliitteja voidaan mitata massaspektrometrilla muun
muassa Virtsasta tai ulostendytteesta eristetysta ulostevedestd. Tutkimusten mukaan on nédyttéa
siitd, ettd eri polyfenoliyhdisteet vaikuttavat eri tavoin paksusuolen bakteerikantoihin, ja
toisaalta  henkildiden  erilainen  suoliston  mikrobisto  vaikuttaa  polyfenolien
hyvéksikaytettavyyteen elimistdssé (Puupponen-Pimid ym. 2013).

Erds tutkimusryhmé (Dall’Asta ym. 2012) tutki in vitro -tutkimuksessa ihmisulosteen
fermentoinnin vaikutusta polyfenolien metaboliitteihin. Marjoista tutkimuksessa oli mukana
vadelma, mansikka ja mustikka. Polyfenolimetaboliittien mittauksessa kaytettiin korkean
erotuskyvyn nestekromatografia ja detektorina tandem-massaspektrometria.
Metaboliittipitoisuudet mitattiin viiden ja 24 tunnin fermentoinnin jalkeen. Vadelmien
lopputuotteesta mitattiin protokatekiini- ja bentsoehappoa, mustikoista protokatekiini-, gallus-
, kumariini-, kiini-, dihydrokahvi- ja hydroksibentsoehappoa sekd mansikoista Kiini- ja
gallushappoa. Léhtbaineita mitattiin huomattavasti laajempi maara kuin niiden metaboliitteja.
Gill ym. (2010) tutkivat puolestaan vadelmapyreen vaikutusta ulosteveden polyfenolien
pitoisuuteen. Tutkimukseen osallistui kymmenen 27—60-vuotiasta vapaaehtoista miestd, ja he
nauttivat neljan vuorokauden ajan 200 g vadelmapyrettd tavanomaisen ruokavalion ohella.
Polyfenolimetaboliitit  mitattiin  ulostevedesta nestekromatografi-massaspektroskopialla.
Tutkimuksessa ulosteesta havaittiin 20 eri polyfenia ja niiden metaboliittia. Mink&éan
metaboliitin pitoisuus ei noussut kaikilla tutkittavilla merkitsevésti, mutta yli puolella
tutkittavista fenyylietikka-, 4-hydroksifenyylietikka-, 3-hydroksifenyylietikka- ja 3-(4-
hydroksifenyyli)propioni- ja protokatekiinihappojen pitoisuudet suurenivat merkitsevasti.
Kahdella tutkittavista merkitsevé pitoisuuden nousu oli mygs 3-,4-dihydroksifenyyetikkahapon
ja sinappihapon pitoisuuksissa ja yhdelld kahvihapon pitoisuudessa. Polyfenolimetaboliittien
pitoisuudet vaihtelivat paljon tutkittavien vélilla (Gill ym. 2010).
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2.8 Marjojen, polyfenolien ja niiden metaboliittien yhteys paksusuolisyopaan

2.8.1 Epidemiologiset tutkimukset

Polyfenolien saannin yhteyttad terveyteen on tutkittu véestotutkimuksissa, mutta tutkimuksia
liittyen paksusuolen syopériskiin on véh&n (Nufez-Sanchez ym. 2015). Haasteena usein on
muun muassa puutteellinen elintarvikkeiden polyfenolitietokanta. Cochrane-katsauksessa
tarkasteltiin, onko ravinnosta saatavat tietyt polyfenolit, flavonoidit, yhteydessa
paksusuolikasvaimen ilmaantuvuuteen tai paksusuolisydpaéan (Jin ym. 2012). Meta-analyysissa
oli mukana yhteensé 8 tutkimusta. Sen mukaan ei ole tarpeeksi nayttoa siitd, etta flavonoidien
kokonaissaanti tai yksittdisten yhdisteiden saanti olisi yhteydessd pienentyneeseen
paksusuolisyopariskiin. Katsauksen mukaan asiaa tulisi tutkia tarkemmin kontrolloiduilla
kokeilla ja puhtailla yhdisteilla (Jin ym. 2012).

2.8.2 Solu- ja eldinkokeet

Tieteellisissé katsauksissa on kayty lapi tutkimusndyttod polyfenolildhteiden eli marjojen ja
marjauutteiden seké niista eristettyjen polyfenolien vaikutuksia paksusuolisyopéén eri solu- ja
eldinmalleissa (Brown ym. 2014, Nufiez-Sanchez ym. 2015). Marjojen ja erilaisten
marjauutteiden vaikutusta on tutkittu melko paljon paksusuolen kasvainsolulinjoilla (Brown
ym. 2014, Ndfez-Sanchez ym. 2015). Marjojen polyfenolit voivat esimerkiksi kelatoida
metalleja, kuten rautaa, ja estda haitallisten happiradikaalien reaktioita. Useilla polyfenoleilla
on todettu korkeaa antioksidanttista vaikutusta solukokeissa, mutta voimakkuus riippuu
yhdisteesta ja sen biologinen aktiivisuus suolistossa voi olla erilainen. On mahdollista, ett4
polyfenolien antioksidanttivaikutus tapahtuu vélillisesti polyfenolin vaikuttaen esimerkiksi
solujen reseptoreihin ja sitd kautta aktivoiden solun sisdisia puolustusreaktioita. Polyfenoleilla
ja niiden metaboliiteill& on todettu myds DNA:ta suojaavia vaikutuksia erityisesti inhiboimalla

oksidatiivista stressid ja reaktiivisten happiradikaalien reaktioita (Brown ym. 2014).

Mustavadelma- ja mustikkauutteen on havaittu véhentdvan solukokeissa esimerkiksi
syopasolujen proliferaatiota eli lisd&ntymistd ja apoptoosia eli ohjelmoitua solukuolemaa
(NUfez-Sanchez ym. 2015). Coates ym. (2007) tutkivat in vitro -tutkimuksessa vadelmauutteen
vaikutusta paksusuolisyovén soluihin. Vadelmauute inhiboi sydpasolujen solusyklid pitéen
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solusyklid pysahtyneend. Uute myods rajoitti sydpasolujen levidmista in vitro -kokeessa.
Marjoista, erityisesti mustikoista, uutettujen proantosyanidiinien, on havaittu kaynnistavén
syopasolujen apoptoosia in vitro -kokeessa (Minker ym. 2015). Tutkimuksessa mustikoista
tehty proantosyanidiini-uute vaikutti useita muita marjauutteita paremmin ihmisen
paksusuolisydpasolujen apoptoosiin. Mustikka aktivoi erityisesti solun ulkopuolelta tulevia
signaalireittejd, jotka ohjelmoivat solukuolemaa (Minker ym. 2015).

Melko vé&han on tutkimuksia, joissa olisi tutkittu puhtaitten polyfenolien tai niiden
metaboliittien vaikutuksia syopasoluihin. Ruotsalainen tutkimusryhma (Janicke ym. 2011) tutki
ferulahapon ja p-kumariinihapon vaikutusta paksusuolen sydpasolujen solujakautumiseen ja
sitd kontrolloivien geenien aktiivisuuteen. Tutkimuksessa havaittiin sekd ferula- ettd p-
kumariinihapon vaikuttavan solusyklia kontrolloiviin  geeneihin hidastamalla solun
jakautumista. p-kumariinihappo vaikutti suurempaan joukkoon paksusuolikasvainsolujen
geeneja verrattuna ferulahappoon ja erityisesti inaktivoi niita (Janicke ym. 2011). Solukokeissa
on saatu nayttda myos tiettyjen polyfenolien, flavonoidin ja isoflavonoidin, vaikuttavan
syopasolujen angiogeneesiin eli verisuonien muodostumiseen, mika on oleellista syépéasolujen
energiansaannin kannalta (WCRF/AICR 2007).

Erilaisilla eldinmalleilla, kuten Fisher 344 -rotilla sekd ApcMin-hiirilla, on tutkittu marjojen
kuten mustikoiden, mustavadelmien ja mustikoista eristetyn antosyaaniuutteen vaikutusta
ACF:ien muodostukseen, paksusuolen adenoomiin seké erilaisiin sydépamarkkereihin (Brown
ym. 2014, Nufiez-Sanchez ym. 2015). Marjoja sisaltavét ruokavaliot ovat kestaneet eldimilla
noin 10-14 viikkoa. Né&iden tutkimusten mukaan tutkimusmarjojen syonti on véhentanyt
eldinmalleissa paksusuolen adenoomien sekd ACF:ien maarda seka vaikuttanut sydpasolujen
signaalireitteihin. Marjoilla, erityisesti mustikoilla ja mustavadelmilla, on solu- ja eldinkokeissa
havaittu useita paksusuolisydvalta ehkaisevia vaikutuksia (Brown ym. 2014, Nufiez-Sanchez
ym. 2015).

2.8.3 Kliiniset tutkimukset

Kliinisia tutkimuksia liittyen marjoihin ja paksusuolisydpaan on tehty muutamia ihmisilla;

marjojen polyfenolien vaikutusta paksusuolisy0p&én on tutkittu ainakin neljassa kliinisessa

tutkimuksessa paksusuolisyopaa sairastavilla potilailla (NUfiez-Sanchez ym. 2015). Tutkittavat
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ovat nauttineet eri maarid muun muassa mustavadelmia ja mustikkauutetta tutkimuksien keston
vaihdellen seitsemastd vuorokaudesta yhdeksddn kuukauteen. Tutkimusmarjoilla on ollut
vaikutusta syodpakasvaimen kasvuun vaikuttavien geenien aktiivisuuteen ja erilaisiin
syopasolujen signaalireitteihin. Interventiotutkimuksissa on tutkittu myods eri marjauutteiden
vaikutusta valkosolujen DNA:n vaurioihin vapaaehtoisilla ihmisilla (Brown ym. 2014).
Kaikissa tutkimuksissa suotuisia vaikutuksia ei ole kuitenkaan havaittu ja osassa tutkimuksia ei
ole ollut kunnon kontrolliryhmaa (Brown ym. 2014). Naiden perusteella on viitteellista nayttoa
mustavadelma- ja mustikkauutteiden vaikutuksesta paksusuolisyopddn, mutta kliinisia

tutkimuksia on vield melko vahan.

2.8.4 Vaikutukset N-nitrosoyhdisteisiin

Leen ym. tutkimuksen mukaan (2006) flavanoli epikatekiini ja sen dimeerimuoto inhiboivat
typpihapokkeen  aiheuttamaa  erdan  N-nitrosoyhdisteen,  N-nitrosoamiinin  (N-
nitrosodimetyyliemiini), muodostusta. Typpihapokkeen ja epikatekiinin reaktio sai aikaan
nitrosoituja flavanoleja happamissa, vatsalaukunkaltaisissa olosuhteissa. Kokeellisissa
olosuhteissa ei havaittu nitrosoidun epikatekiinin imeytymistd ohuotsuolesta. Nitrosoitu
epikatekiinin monomeeri ja dimeerimuoto estivat paksusuolen syopésolujen solusyklia
enemman kuin ei-nitrosoitu muoto. Nitrosoflavanolien ei havaittu olevan toksisia tavallisille
ihmissoluille. Epikatekiinin dimeeri aktivoi my0ds sy0pésolujen apoptoosia. T&mén
tutkimuksen perusteella on mahdollista, ettd polyfenolit ja niiden metaboliitit saattavat
inhiboida karsinogeenisten N-nitrosoyhdisteiden muodostusta suolistossa (Leen ym. 2006).
Marjojen tai niiden sisaltamien polyfenolien vaikutusta N-nitrosoyhdisteiden muodostukseen
ei ole tutkittu aiemmin punaisen lihan yhteydessd. Russell ym. (2011) ovat havainneet, ettd
proteiinin maaran lisdédminen ja kuidun madrédn pienentdminen ruokavaliossa vahentaa
polyfenolien  ja  niiden  metaboliittien  pitoisuutta  ulostevedessd  verrattuna

hiilihydraattipitoisempaan ruokavalioon vapaaehtoisilla.
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3 TUTKIMUKSEN TAVOITE

Taman tutkimuksen péatavoitteena oli tutkia, vaikuttaako marjojen syominen sianlihaa
sisdltavalla ruokavaliolla N-nitrosoyhdisteiden pitoisuuteen terveilld koehenkildilla ja
pienentdadkd se NOC-pitoisuutta ulosteesta mitattuna. Sen liséksi tutkittiin, vaikuttaako
marjojen syonti ulosteen polyfenolien pitoisuuteen. Tutkimuksessa ulostendytteista eristetysta
ulostevedestd mitattiin tiettyjen polyfenolien ja niiden metaboliittien pitoisuuksia. N&ma
polyfenolimetaboliitit ~ovat muun muassa marjojen  sisaltdmien  polyfenolien
aineenvaihduntatuotteita. Tutkimuksessa vertailtiin - myds kahden ruokavalioryhman
ravintoaineiden saantia tutkimuksen alussa seké lopussa ruokapéivékirjojen perusteella. Sen
lisaksi  tarkasteltiin  ravintoaineiden  saantien yhteyttd  N-nitrosoyhdisteiden ja

polyfenolimetaboliittien pitoisuuksiin.
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4 AINEISTO JA MENETELMAT

4.1 Tutkimusasetelma ja aineisto

KarniMari-tutkimus on Helsingin yliopiston, elintarvike- ja ympdristotieteiden laitoksen,
vuoden 2014 syksylla toteuttama nelja viikkoa kestanyt interventiotutkimus, jossa on kaksi eri
tutkimushaaraa  ja  kolme  ruokavalioryhmédi.  Toinen  tutkimushaara  tutki
rasvahappokoostumukseltaan muokatun sianlihan vaikutusta seerumin rasvapitoisuuksiin
terveilld ihmisilla. Tassé tutkimuksessa raportoidaan vain tutkimuksen toisesta haarasta, jossa
tutkitaan marjojen vaikutusta muun muassa ulosteen metaboliitteihin sianlihaa sisaltavalla
ruokavaliolla. Tahan tutkimushaaraan kuuluu kaksi eri ruokavalioryhmaa. Téssa tutkimuksessa

ne on nimetty “kontrolli-” ja ”marjaryhmiksi”.

KarniMari-tutkimukseen rekrytoitiin alkujaan 72 perustervetta suomalaista aikuista, naista seka
miestd. Kolme henkil6d keskeytti tutkimuksen jo ennen sen alkua, joten lopulta n = 69, joista
45 osallistui suolisto-osuuden tutkimukseen. laltddn he olivat 20-67-vuotiaita. Taméa
tutkimushaara toteutettiin rinnakkaisasetelmalla, jossa oli kaksi eri ruokavalioryhméa, joihin
tutkittavat satunnaistettiin. Rekrytointi tapahtui Helsingin yliopiston ainejérjestdjen
postituslistojen, Facebookin ja Helsingin yliopiston intranetin kautta sekéd tiedottamalla
tutkimuksesta ennen luentoja Viikin yliopistokampuksella. Tutkimuskoordinaattori tapasi
kaikki tutkittavat ennen tutkimuksen alkua. Tutkittaville kerrottiin tuolloin henkilékohtaisesti
tutkimuksesta ja samalla selvitettiin heidan taustatiedot ja terveydentila seka allekirjoitettiin
suostumuslomake. Osallistuminen oli tdysin vapaaehtoista ja tutkittavilla oli mahdollisuus
keskeyttdaa tutkimus niin halutessaan. Poissulkukriteereind tutkimuksessa olivat runsas
ravintolisien kayttd (mm. kaladljykapselit), runsas kalansyonti (yli 4 annosta viikossa), rasva-
aineenvaihduntaan tai verenpaineeseen vaikuttavien ladkkeiden kayttd, tupakointi, erittdin
korkea seerumin kolesterolipitoisuus, runsas raskaan ruumiillisen rasituksen harrastaminen

sekd raskaus ja imetys.
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4.2 VVoimalaskelma

Tutkimuksen alkuperéinen voimalaskelma (n = 20) on laskettu KarniMari-tutkimuksen toisen
tutkimushaaran mukaan (o:n  ollessa 5% ja PBin 10%), missd tutkittiin
rasvahappokoostumukselta ~muokatun  sianlihan  nauttimisen  vaikutusta  seerumin

rasvahappopitoisuuksiin.

4.3 Tutkimusruokavalio

Tutkimukseen kuului kaksi eri ruokavalioryhmad, marja- ja kontrolliryhmat. Molemmat
tutkimusryhmat nauttivat paivittdin kaksi annosta sianlihatuotteita ja sen lisaksi marjaryhma
nautti paivittain my6s noin 200 g marjoja tavanomaisen ruokavalionsa ohella yhtéjaksoisesti
neljan viikon ajan. Liitteessd 1 on ohje tutkimusruokavalioiden noudattamisesta ja rajoituksista.
Tutkimustuotteet tarjottiin tutkittaville ja lihatuotteet toimitti HKScan Finland Oy.
Tutkimustuotteet olivat sianjauheliha, fileesuikale, pekoni, nakki, grillimakkara,
kokolihaleikkele ja nyhtdpossu. Liitteessd 2 on esitetty tutkimustuotteiden ainesosat
tarkemmin. Tuotteet oli annosteltu pakkauksiin valmiiksi. Paivéssé tuli syoda kaksi liha-
annosta, yhteensa noin 150 g punaista lihaa paivéssa (katso liite 3 ohjeistus lihatuotteiden
syomisestd). Tuotteita sai syoda vaihtelevasti paivittdin, mutta kokolihaleikkelettd ja
fileesuikaletta ei saanut sy6da samana péivana niiden alhaisen rasvapitoisuuden takia verrattuna
muihin tutkimustuotteisiin. Toinen tutkimusryhma soi sianlihan lisaksi noin 200 gramman
marja-annoksen péaivassa (liite 4). Jokaisen tutkimusviikon aikana marjaryhmalaiset soivat 400
g mustikkaa, 250 g mansikkaa, 200 g puolukkaa, 200 g vadelmaa, 200 g mustaherukkaa ja 200
g lakkaa eli 1450 g marjoja/vk. Marjat olivat suomalaisia ja ne tarjottiin pakasteina. Marjat sai
sy0da joko erikseen tai sekoittaen eri marjoja samalla aterialla.

Tutkittavat saivat valmistaa tutkimustuotteet haluamallaan tavalla, mutta heille annettiin niin
halutessa ruokareseptejd auttamaan tutkimustuotteiden nauttimista. He eivat saaneet syoda
muita marjatuotteita tai punaista lihaa (naudan-, sian-, lampaan- tai riistaeldéimen lihaa)
tutkimusruokavalioiden aikana (katso liitteet 1 ja 3). Siipikarjanlihaa he saivat sydda
normaalisti, mutta kalan syontid heidan tuli rajoittaa kahteen kertaan viikossa. Muuten
ruokavalio oli vapaa. Tutkimustuotteet tuli nauttia paivittain, mutta jos jokin tuote jai syomaétté,

tuli se sydda seuraavana péivand. Tuotteiden nauttimista tutkimusjakson aikana seurattiin
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viikoittain kerattdvien ruokapéivakirjojen (1 d) avulla sek& suoraan kysymalld tutkittavilta
tuotteiden sy0misesta viikoittaisissa tuotteiden nouto- sek& painon punnitustapaamisissa.

4.4 Menetelmat

Tutkimushenkil6iltd mitattiin paino, pituus, verenpaine ja veren hemoglobiinipitoisuus. Heilta
otettiin laskimoverinaytteet, joista mitattiin plasman kolesterolipitoisuudet. Tutkittavat antoivat
myo6s ulostendytteet N-nitrosoyhdisteiden ja polyfenolien ja niiden metaboliittien mittausta
varten. Ruoankaytt6d mitattiin ruokapdivakirjojen avulla. Tutkittavat pitivdt myos

oirepdivakirjaa tutkimuksen ajan.

4.4.1 Ruoankayton mittaaminen

Tutkittavien ruoankdyttod mitattiin  tutkimuksen alussa, ennen tutkimusruokavalion
noudattamista (vk 0), ja lopussa, ennen tutkimusruokavalion lopettamista (vk 4), kolmen
vuorokauden ruokapdivakirjalla (sisaltden kaksi arkipdivad ja yksi viikonloppupéivd) seka
tutkimuksen aikana viikoittain yhden vuorokauden ruokapdivakirjalla (3 kpl). Téassa
tutkimuksessa raportoidaan ruoankdyttd ja ravintoaineiden saanti vain ndiden kolmen
vuorokauden ruokapdivakirjojen pohjalta viikoilta 0 ja 4. Tutkimushenkilokunta ohjeisti
tutkittavia ruokapaivékirjan pitoon ja antoi siihen tarkat Kkirjalliset ohjeet. Ruokapdéivakirjaa
pidettiin Kirjallisesti ja ne palautettiin aina seuraavana tapaamiskertana joko tutkimustuotteita
noutaessa tai tutkimusmittauksiin tultaessa. Henkilokunta tarkasti ruokapaivékirjat
henkilokohtaisesti tutkittavien kanssa niiden palauttamisen yhteydessd. Ruokapaivékirjojen
ravintoainelaskelmat tehtiin  AivoDiet-ohjelmalla (Aivo Finland Oy), joka kayttaa
koostumustietokantanaan THL:n (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos) yllapitdamaa Fineli-
elintarvikkeiden koostumustietokantaa. Kaikki ruokapaivékirjat tallensi sama koulutettu
henkild. Marjojen ja punaisen lihan absoluuttinen kulutus laskettiin AivoDiet -ohjelmasta

mekaanisesti reseptien pohjalta (tutkimusviikot 0 ja 4).

4.4.2 Paino, pituus, verenpaine ja verindyte

Rinnakkaisasetelmalla toteutetussa tutkimuksessa mittaukset tehtiin ja ndytteet otettiin

tutkimuksen alussa, ennen tutkimusruokavalion aloitusta (vk 0), ja lopussa, ennen

tutkimusruokavalion lopettamista (vk 4). Tutkittavat punnittiin kerran viikossa painon

seuraamiseksi samaa vakaa kdyttden. Pituus mitattiin stadiometrill&. Painon ja pituuden avulla
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laskettiin painoindeksi (BMI, engl. Body Mass Index, massa jaettuna pituuden neliollg).
Verenpaine mitattiin automaattisella verenpainemittarilla (Omron M®6). Paastoverindytteet
tutkittavilta ottivat koulutetut sairaan- ja terveydenhoitajat. Naytteestd madritettiin
hemoglobiinipitoisuus heti naytteenoton yhteydessd (HemoCue). Verindytteista eroteltiin
plasma, josta mitattiin tutkittavien kokonais-, LDL- ja HDL-kolesterolipitoisuus seka
triglyseridipitoisuus. Nama mitattiin automaattianalysaattorilla (Konelab 20, Thermo Electron,

Suomi) Helsingin yliopiston Ravitsemustieteen osastolla.

4.5 Ulostenaytteet

4.5.1 Ulostenaytteiden kerays

Tutkimushenkilokunta neuvoi jokaista tutkittavaa henkilékohtaisesti ulostendytteiden otossa
ennen tutkimuksen alkua. Tutkittaville annettiin t4ta varten tarvittavat valineet ja ohjeet kotiin
(liite 5). Tutkittavat kerasivat ulostendytteet (noin 20 g) yhdestd tuotoksesta kahdelta
perdkkaiseltd vuorokaudelta ennen tutkimusruokavalion noudattamista (vk 0) ja tutkimuksen
lopussa (vk 4, yhteensa nelja naytettd/hl6). Kaikki suolen tuotos punnittiin kahden vuorokauden
ajalta digitaalivaa’alla, ja sen lisdksi molemmilta paivilta keré&ttiin yksi ndyte muovipurkkiin,
joka sdilytettiin  pakastettuna ja kuljetettiin tutkimushenkilékunnalle kylmalaukussa
kylmavaraajien kanssa. Ndytteet sdilytettiin - 20 °C:ssa analyyseja varten Helsingin yliopistossa

Ravitsemustieteen osastolla.

4.5.2 Ulostenaytteiden kasittely

Ulostendytteiden  késittelymenetelmdd testattiin - ensin  kokeilunaytteilld menetelmén
toimivuuden varmistamiseksi.  Analyyseja varten jokaiselta tutkimushenkildlta valittiin
kahdesta ulosteen alkundytteestd massaltaan suurempi ns. paanayte ja toinen vuorokausindyte
jatettiin - késitteleméattd. Loppundytteistd molempien vuorokausien ndytteet yhdistettiin
sulatuksen jalkeen. Néaytteiden késittelya varten valitut ndytteet otettiin sulamaan (+ 5 °C)

vuorokausi ennen niiden kasittelyé.

Ulosteveden eristykseen ulostendyte laimennettiin Milli Q -vedelld (Millipore, Rios30) 1:1
(ulostenaytetta 10 g ja Milli Q -vettd 10 ml) ja ulostehomogenaatteja varten 1:5 (ulostendytetté

5 g ja Milli Q -vettd 20 ml). Néaytteet punnittiin digitaalivaa’alla muoviputkiin ja laimennettiin
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puhdistetulla vedelld. Niitd sailytettiin kasittelyn ajan jaissa. Kaikki ndytteet homogenoitiin
(IKA ULTRA TURRAX T 18 digital) kaksi minuuttia (13—15 rpm). Ulostehomogenaattia (1:5)
keréttiin N-nitrosoyhdisteiden maaritysta varten 2 x 5 ml cryoputkiin (Thermo Scientific) ja
naytteet pakastettiin - 70 °C.

Polyfenolianalyyseja varten 1:1-ulostehomogenaattindytteet sentrifugoitiin, suodatettiin ja
lopulta eristetty ulostevesi pakastettiin. Ulostehomogenaattia keréttiin  noin 8 ml
sentrifugiputkiin (Beckman, Quick-Seal Centrifuge Tubes) ja ne sentrifugoitiin kahden tunnin
ajan 4 °C:ssa 30000 rpm:ssa Optima MAX Ultracentrifugissa (Beckman Coulter).
Sentrifugoinnin jalkeen naytteestd eristynyt ulostevesi otettiin putkesta talteen ja putken
pohjalle muodostunut pelletti punnittiin. Ulostevesi suodatettiin vield eri suuruisten
suodattimien 1&pi epdpuhtauksien ja bakteerien poistamiseksi. Isoimpana suodattimena
kaytettiin 5 um filtterid ja pienimpand 0,2 um filtteria (Life Sciences, GHP Acrodisc 25 mm
Syringe Filter). Lopuksi ulostevesi jaettiin kahden millilitran cryoputkiin, mitattiin pH
(Accumet AB150 pH/mV, Fisher Scientific) ja pakastettiin - 70 °C.

4.5.3 Ulostendytteiden analyysit

Ulostehomogenaatista mitattiin - suolistossa muodostuvien N-nitrosoyhdisteiden maara
mittaamalla totaali N-nitroso-, N-tioli- ja N-hemiyhdisteiden pitoisuudet. Ulostevedesta
analysoitiin tietyt polyfenolimetaboliitit: ferulahappo, protokatekiinihappo (PCA), urolitiini ja
3,4-dihydroksifenyylietikkahappo.

4.5.4 N-nitrosoyhdisteiden mittaus

N-nitrosoyhdisteiden mittauksessa kéytettiin ryhmé&ominaista denitrosaatiomenetelméa.
Mittaukset tehtiin NO-analysaattorilla (Exhalyzer CLD88, Eco Medics, Switzerland). Silla
pystyttiin mittaamaan néytteiden totaali N-nitroso-, N-tioli- ja N-hemiyhdisteiden pitoisuudet.
NO-analysaattori mittaa typpiyhdisteista vapautuvan NO-kaasun, joka vapautuu yhdisteista ns.
huuhteluastiassa (engl. purge vessel, katso kuva liiteesta 6) typpiyhdisteité pelkistavien liuosten
avulla. Huuhteluastia on yhdistetty NO-analysaattoriin filtterin kautta. Analysaattorin

tietokoneohjelma (PowerChrom, eDAQ) piirtdd NO-pitoisuudesta piikin, jonka pinta-alan
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laskemalla voidaan madarittdd yhdisteen pitoisuus vertaamalla pitoisuutta tunnettuun
standardiin. Mittauslaitteiston toimivuus testattiin joka mittauspaivéan alussa standardisuoralla
sekd sisdisella kontrollindytteelld, joka oli tehty yhdistamalla neljan eri tutkittavan

ulostenéytteet yhteen. Sisdisella kontrollindytteella varmistettiin mittauslaitteiston luotettavuus.

4.5.5 Kaytetyt liuokset

Mittausta varten valmistettiin ns. sdilytysliuos (SL) yhdistamalla 125 mg N-etyylimaleimidia
(NEM, M 125 g/mol) seka 39 g dietyleenitriamiinipentaetikkahappoa (DTPA, M 393 g/mol)
kymmeneen ml:aan HPLC-puhdistettua vettd (engl. High Performance Liquid
Chromatography, korkean erotuskyvyn nestekromatografia). Liuoksen lopulliset konsentraatiot
olivat 0,1 M NEM ja 0,01 M DTPA ja se sailyi neljan viikon ajan. Huuhteluastiaa varten
valmistettiin trijodidi-liuos, joka vapauttaa NO:n nitriitistd, nitrosotioleista, nitrosoamiineista
ja nitrosohemiyhdisteista. Liuoksessa sekoitettiin 2 g kaliumjodidia (M 166 g/m), 1,3 g jodidia
(M 253,81 g/mol) 40 ml:an HPLC-vett§, jossa oli 140 ml etikkahappoa.

Hapokkaan sulfaniiliamidin (SA, engl. acidic sulphanilamide) avulla saatiin mitattua totaali N-
nitrosoyhdisteiden pitoisuus ja liuos valmistettiin joka mittauspaivé. Liuosta varten sekoitettiin
500 mg SA:a kymmeneen ml:an suolahappoa (HCI, engl. Hydrochloric Acid, M 1 g/mol). N-
tioliyhdisteiden maarittamiseen valmistettiin elohopeakloridia (HgCl;, 10 mM) ja N-
hemiyhdisteiden maarittdmiseen HgCl.-liuosta ja kaliumferrisyanidi-liuosta (KsFe(CN)s, 10
nM). Analyyseja varten valmistettiin paivittain niin kutsuttu standardisuora natriumnitriitista
(NaNO.) ja HPLC-vedesta siten, ettd pitoisuudet olivat 20, 40, 60, 80, 100, 200, 350, 500, 650
ja 800 pmol/ul néaytetta.

4.5.6 Naytteiden valmistelu ja mittaus

Kaikki ulostehomogenaattindytteet kasiteltiin samalla tavalla N-nitrosomittauksia varten.
Totaali N-nitroso-, N-tioli- ja N-hemiyhdisteet vaativat eri reagenssiliuokset ja inkubointiajat
ennen naytteen ruiskuttamista huuhteluastiaan. Jokainen ndyte ja mitattava yhdiste syotettiin
laitteistoon erikseen eli yhdeltd koehenkil6ltd mitattiin menetelmélla kolme alku- seka
loppunéytettd. Sulatettua ulostehomogenaattia punnittiin mééritysta varten 100 pg, johon

sekoitettiin jokaisen yhdisteen kohdalla 100 pl SL:sta inkubointiajan ollen 1 min. Naytetta
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pidettiin aina tummissa Eppendorf-putkissa valolta suojattuna jaéadhauteessa. Totaali NOC:iden
madritystéa varten SL:n lisaksi naytteeseen lisattiin 500 pl SA-liuosta ja inkuboitiin 4 minuuttia.
N-tioliyhdisteiden mééritysta varten SL:n lisaksi naytteeseen lisattiin ensin SA-liuosta 500 pl
(inkubointi 1 min) ja vield 100 pl HgCly-liuosta (inkubointi 3 min). N-hemiyhdisteiden
mittausta varten ndytteeseen lisattiin SL:n lisdksi 100 pl SA-liuosta (inkubointi 1 min) ja
lopuksi HgCl>- ja (KsFe(CN)e-liuosta, 100 pl kumpaakin, ja inkuboitiin 3 minuuttia.
Inkubointien jalkeen néytteet ruiskutettiin valittomasti huuhteluastiaan, jokainen néyte

erikseen.

Huuhteluastia oli yhdistetty NO-analysaattoriin. Astiassa kaytettiin lampohaudetta (60 °C)
trijodidi-liuokselle seké jaahdytyshaudetta (4 °C) NaOH-liuokselle (natriumhydroksidi, 1 M).
Trijodidi-liuos lisattiin astian vasempaan reaktiokammioon ennen mittauksia ja NaOH oikeaan.
Trijodidi-liuos taytyi vaihtaa kolmen néytteen vélein. Astiassa kiersi heliumkaasu
kantokaasuna ja sen paine sdadettiin 0 mmHg. NO-analysaattori laitettiin paélle vuorokausi
ennen mittauksia ja sen mittaustarkkuus oli séadetty 1000 ppb (parts per billion) alueelle.
Mittaustarkkuus testattiin paivittain standardisuoralla seka siséisella kontrollindytteella ennen
tutkimusnaytteiden mittaamista. Ulostehomogenaattindyte (jossa SL ja reagenssit) ruiskutettiin
huuhteluastian kammioon, jossa oli trijodidi-liuos. Astiassa NO lopulta vapautui NO-
analysaattoriin. Analysaattorin tietokoneohjelma piirsi mittauksesta piikin ja laski pinta-alasta
typpiyhdisteistd vapautuneen NO-pitoisuuden. N-tioliyhdisteiden pitoisuudet laskettiin
vahentdmalld totaali NOC:istd elohopeakloridille labiilit yhdisteet ja N-hemiyhdisteiden
pitoisuudet laskettiin vahentdmallad totaali NOC:istd HgClz:lle ja KsFe(CN)s:lle labiilit
yhdisteet. N-nitrosopitoisuuksissa ei ole huomioitu ulostehomogenaatin 1:5 laimennosta

vedella.

4.6 Polyfenolien ja niiden metaboliittien analysointi

Ulostevesien polyfenolipitoisuudet médritettiin  UHPLC-DAD-FLD (engl. Ultra High
Performance Liquid Chromatography Diode Array and Fluorescence Method, erittdin korkean
suorituskyvyn kromatografi-diodirividetektori-fluoresenssi-ilmaisin) -menetelmélld, joka
noudatti Kyllin ym. olosuhteita (2011). Polyfenolit analysoi Tuuli Koivumaki Marina

Heinosen tutkimusryhmésté Helsingin yliopiston Elintarvike- ja ympéristotieteiden laitokselta.
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Polyfenolit ja niiden metaboliitit analysoitiin ulostevedesta sopivina laimennuksina UHPLC-
menetelmallad. Injektiotilavuuksina kaytettiin padasiassa 5 ja 10 pl. Naytteiden pitoisuudet
maaritettiin ulkoisen standardin menetelmalla ja ilmaisimina kaytettiin UV-diodirividetektoria
sekd fluoresenssi-ilmaisinta. Menetelmadssé kaytettiin seuraavia polyfenolisia malliaineita ja

spektrien aallonpitoisuuksia:
= ferulahappo (kaikki hydroksikanelihapot), OHC 320 nm

= protokatekiinihappo (kaikki hydroksibentsoehapot paitsi 3,4-
dihydroksifenyylietikkahappo), OHB 280 nm

= 3,4-dihydroksifenyylietikkahappo (vain itseddn varten), OHB 280 nm

syanidiini-3-glukosidi (kaikki antosyaanit), AS 520 nm

Kaikille polyfenoliryhmien yhdisteille ei ollut omaa yhdistespesifistd standardisuoraa. Kaikki

esitetyt polyfenolitulokset ovat pg/ml ulostevetté.

4.7 Aineiston tilastomenetelmat

Tilastolliset analyysit tehtiin IBM SPSS Statistics 22 -tilasto-ohjelmalla (IBM). Ennen
tilastollista testausta, aineiston luotettavuutta ja mahdollisia kirjausvirheitd tarkastettiin
adriarvoja ja muuttujien jakaumia tarkastelemalla ja vertaamalla tuloksia AivoDiet-ohjelman
ravintoainelaskelmiin. Ravintoainelaskelmissa kaytettiin kolmen vuorokauden
ruokapdivékirjojen keskiarvoa tutkimusviikoilta 0 ja 4. Sen liséksi ruokapaivékirjoista
laskettiin mekaanisesti tutkittavien punaisen lihan ja marjojen keskimé&ardinen kulutus

tutkimuksen 1aht6- ja lopputilanteissa.

Aineiston tausta- ja ravintoainemuuttujille laskettiin ohjelmalla perustunnusluvut ja testattiin
muuttujien normaalijakautuneisuutta Shapiro-Wilkin -testilld ja kuvaajia tarkastelemalla.
Normaalijakautuneisuuden rajana kéytettiin testin arvoa <0,05. Ravintoainemuuttujille, jotka
eivat olleet normaalisti jakautuneita, tehtiin logaritmimuutos, jotta muuttujien jakauma saatiin
normaaliksi. Muuttujien valistda korrelaatiota testattiin  Spearmanin kaksisuuntaisella
jarjestyskorrelaatiolla. Tutkimusaineiston analyysimenetelmind kaytettiin riippumattomien
ryhmien seka toisistaan riippuvien otosten parametrisia ja ei-parametrisia testeja, joilla testattiin
ryhmien valisid eroja tutkimuksen lopussa sekéd tutkimuksen aikana tapahtunutta muutosta

tutkimusryhmissa. Muuttujan ollessa normaalisti jakautunut kdytettiin testeind riippumattomien
38



ryhmien t-testid sek& verrannollisten parien t-testid. Muussa tapauksessa kaytettiin ei-
parametrisia testejd, Mann-Whitney U -testid sekd Wilcoxonin merkkitestid. Normaalisti
jakautuneille logaritmimuutetuille ravintoainemuuttujille kaytettiin parametrisia testeja tai

muussa tapauksessa ei-parametrisia testeja.

Padmuuttujina olivat ulostendytteista analysoidut N-nitrosoyhdisteiden ja
polyfenolimetaboliittien pitoisuudet seka ravintoainemuuttujat. N-nitrosomuuttujat olivat
totaali N-nitroso-, N-tioli- sekd N-hemiyhdisteiden pitoisuudet tutkimuksen lahto- ja
lopputilanteessa. Polyfenolit ja niiden metaboliitit mééritettiin vain tutkimuksen lopputilanteen
naytteistd. Polyfenolimuuttujat olivat ferula-, protokatekiini-, 3,4-dihydroksifenyylietikka-,
kahvi-, p-kumariini-, sinappi-, homovanilliini- ja vanilliinihappo. Tutkimusryhmien valisia
eroja testattiin tutkimuksen laht6- ja lopputilanteissa. Sen liséksi testattiin ryhman siséista
muutosta alku- ja lopputilanteissa verrannollisten parien testeill4. Eroa pidettiin tilastollisesti
merkitsevana p-arvon ollessa < 0,05. Tulokset on esitetty taulukoissa keskiarvo + keskihajonta.

4.8 Eettiset kysymykset ja tietoturva

Tutkimukselle pyydettiin eettinen lausunto Helsingin yliopiston ihmistieteiden eettisen
ennakkoarvioinnin toimikunnalta. Tutkimusaineistoa kasittelee vain tutkimushenkilokunta ja
aineistoa séilytetddn turvallisesti yliopiston tiloissa, lukituissa kaapeissa. Tutkimusdata
séilytetddn tietoteknillisesti suojatussa ymparistossd Helsingin yliopistossa. Tutkittavien
henkil6tiedot eivat ole nakyvissd aineistossa, eikd niilla ole vaaraa paljastua missdan
tutkimusvaiheessa. Tutkittavista kdytetddn aineistossa henkil6tietojen sijaan henkilékohtaisia

tunnistamiskoodeja.
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5 TULOKSET

5.1. Taustamuuttujat

5.1.1 Lahtaétilanne

Tutkittavia oli alkujaan 45, mutta kaksi tutkimushenkilod keskeytti tutkimuksen. Yksi
tutkittavista keskeytti tutkimuksen ensimmadisen tutkimusviikon jalkeen tutkimustuotteiden
maun vuoksi. Toisen tutkittavan sitoutuminen tutkimukseen oli huono ja han jatti tulematta
viimeisiin mittauksiin, mika Kirjattiin tutkimuksen keskeyttaneeksi. Analyyseihin otettiin
mukaan lopulta 43 tutkimushenkila (kontrolliryhmé n = 21, marjaryhmé n = 22), joista naisia
oli miehia enemmaén (katso taulukko 3). Kaikki tutkittavat palauttivat ruokapéivakirjat.
Lahtotilanteessa viikolla 0 verindytettd ei saatu otettua kahdelta marjaryhmaldiseltd ja
tutkimusviikolla 4 yhdeltd marjaryhmaldiseltd. Tutkimuksen alkumittauksissa seitsemén
tutkittavan hemoglobiinimé&aritys ep&onnistui verindytteen nopean hyytymisen takia.
Verindytteet jaivat puuttumaan yhdeltd marjaryhmaléiselta kokonaan seka toiselta tutkittavalta
alkunéytteiden osalta. Ulostendytteet puuttuivat neljalta tukittavalta ja yhdelta tutkittavalta
saatiin vain loppundyte. Syina tédhén oli néaytteiden hankala séilytys kotona ja paljon

matkustamista vaativa tyo.

Taulukossa 3 on tutkittavien taustatietojen vertailua tutkimuksen lahtétilanteessa viikolla 0 ja
tutkimuksen lopussa viikolla 4. Tutkittavat olivat keskimé&érin 28,6-vuotiaita (20—67-vuotiaita)
ja painoindeksiltddn normaalipainoisia (BMI < 25). Tutkittavien seerumin kolesterolipitoisuus
oli keskimaarin < 5,0 mmol/l. Lahtotilanteessa tutkimusryhmien valilla oli tilastollisesti
merkitsevd ero seerumin LDL-kolesterolipitoisuudessa (p-arvo = 0,006), joka oli
marjaryhméssa keskimadarin suurempi kuin kontrollissa. Tutkimuksen alussa vatsaoireista
raportoi marjaryhmassé seitsemén tutkittavaa ja kontrollirynméssé kolme tutkittavaa. Oireet

olivat ummetusta, ilmavaivoja ja vatsan turvotusta.
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Taulukko 3. Tutkittavien taustamuuttujia tutkimusviikoilla 0 ja 4.

Kontrolli Marja

Vk 0 Vk 4 Vk 0 Vk 4 p-

n=21 n=21 n=22 n=22 arvo'
Nainen n 13 (62 %) 13 (59 %)
Iks 290+11,5 282+9,9 0,951
Paino kg 699+13,4  70,1+132  72,2+13,5 721+13,6  0,620°
BMI 233+3,3 234+33  24,0+37,9 239+38 0,688

n 1415+151 1402+1352 1446+148  140,8 + 11,32 S

Hemoglobiini g/l (n = 19) (n=21) (n=17) (n=21) 0,822
Systolinen verenpaine 1) ¢, 195 1273+172° 1353379  1265+158  0,971°
mmHg
Diastolinen verenpaine  _3 1 g5 735,905 731481 730491 0,954
mmHg
Kokonaiskolesteroli 451+0,092 470+0,79° 493+0,77 490+0,88 0,466
mmol/I
LDL-kolesterolimmol/l  2,19+0,68  2,38+0,72> 2,81+0,68°  2,79+0,78  0,122*
HDL-kolesteroli mmol/I  1,82+061  1,88+0,50 1,57 +0,45 1,60+046  0,058*
Triglyseridit mmol/I 092+0,47 0,86+035 097+053  094+060 0,744

Tutkimusryhmien vélinen vertailu tutkimusviikolla 4
2 Tilastollisesti merkitseva ero tutkimusryhman sisilla viikkojen 0 ja 4 vililld, p-arvo < 0,05, kahden riippuvan

otoksen t-testi.

3Tilastollisesti merkitsevd ero tutkimusryhmin sisilld viikkojen 0 ja 4 vililli, p-arvo < 0,05, Wilcoxon
merkittyjen sijalukujen -testi (Wilcoxon Signed-Rank).

*Mann Whitneyn U -testi

SNormaalisti jakautunut muuttuja, riippumattomien otosten t-testi.
5Tilastollisesti merkitseva ero tutkimusryhmien valill tutkimusviikolla 0, p-arvo < 0,05, Mann Whitneyn U -

testi.

5.1.2 Lopputilanne
Tutkimusjakson

tutkimusryhmien

vélilla

lopussa viikolla 4 ei

(katso

Kontrolliryhméssa

seerumin

havaittu merkitsevia eroja taustamuuttujissa
taulukko  3).

HDL-

kolesterolipitoisuus oli korkeampi kuin marjaryhmassa, mutta ero ei ollut tilastollisesti
merkitseva. Tutkittavien paino pysyi keskiméaarin samana tutkimuksen ajan. Kun tutkimuksen
lopputilannetta  verrattiin  14ht6tilanteeseen ettd veren
0,039,

marjaryhmé: p-arvo = 0,033). Kontrolliryhmasséd myos systolinen verenpaine laski (p-arvo =

tutkimusryhmissd, havaittiin,

hemoglobiinipitoisuus pieneni molemmissa ryhmissa (kontrolliryhmd: p-arvo =

0,04) seka seerumin kokonais- (p-arvo = 0,046) ettd LDL-kolesterolipitoisuudet (p-arvo 0,038)
suurenivat merkitsevasti. Erot tutkimusryhmien vélilla eivat olleet merkitsevid. Tutkimuksen
lopussa yhteensd viisi tutkittavaa (kolme marjaryhmaéldistd ja kaksi kontrolliryhmaldistd)

raportoi vatsaoireista, jotka olivat ummetusta, ripulia ja ilmavaivoja.
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5.2 Ruoankaytto ja ravintoaineiden saanti

5.2.1 Lahtétilanne
Taulukossa 4 on tutkimusryhmien keskimé&ardinen punaisen lihan sekd marjojen kulutus sek&
ravintoaineiden saanti tutkimuksen 1&hto- ja lopputilanteissa. Tutkimusryhmien valilla ei ollut

tilastollisesti merkitsevdad eroa punaisen lihan tai marjojen kulutuksessa, eika

energiaravintoaineiden, vitamiinien, kivenndisaineiden tai polyfenolien (myrisetiini ja

kversetiini) saanneissa tutkimuksen l&htétilanteessa (katso taulukko 5).

Taulukko 4. Keskimaarainen energiaravintoaineiden saanti seka punaisen lihan ja marjojen

syonti ( keskihajonta) tutkimusryhmissa tutkimusviikoilla 0 ja 4

Kontrolli n=21 Marja n=22
Ravintoaine vk O Vk 4 vk O Vk 4 P-arvo!
Energia kJ 9060 +£2700 87871764 9091 +2357 8838 +2248 0,9342
Energia kcal 2164 + 645 2100+ 421 2172 £ 563 2110 £ 537 0,9342
Proteiini g 91+33 99 + 36 94 +34 89+ 30 0,2833
Proteiini E % 17,3%5,2 19,1 +5,3° 17,6 £4,1 17,0£2,9 0,1363
Hiilihydraatti g 224 + 66 199 +52 214 £ 58 201+70 0,8882
Hiilihydraatti E % 42,7 £ 8,2 38,3%+6,2 40,4 +£6,2 38,1+5,0 0,910
Rasva g 89 +40 93+23 92 +33 95122 0,8212
Rasva E % 35,6 £8,5 39,4+6,2 37,1+6,8 40,2 +5,8° 0,6272
Tyydyttynyt rasva 30,5+11,4 33,7+8,6 31,6 +11,1 37,4 +10,5° 0,2213
Tyydyttynyt rasva E % 12,3+3,0 14,3 +3,0° 13,0+ 3,0 16,0 + 3,5° 0,105
Alkoholi g 53+11 1,443 7,8+11 3,04 0,401
Alkoholi E % 1,7+2,8 05+1,1 2,1+2,9 09+1,4 0,385*
Kuitu g 23,5+6,9 20,9+7,2° 23,4+9,1 26,9 +9,2° 0,0242
Kuitu E % 2,1+0,5 1,9+0,6° 2,1+0,6 2,4+0,6° 0,006
I\(/Slttieg” lukenematon 45445  131+44  149%55  176+58  0,004°
Sakkaroosi E % 9,0+4,3 8,0+3,6 7,8+2,7 7,1+£3,4 0,386
Fruktoosi E % 3,0£1,0 29+1,3 3,2+1,4 3,8+1,5 0,048
Punainen liha g 80+ 87 153 +27° 104 £+ 62 151 +24° 0,8542
Marjat g 18,6 £ 30,2 1,5+4,0° 32,8+50,0 191 +23,9° <0,001°

Tutkimusryhmien vélisen eron merkitsevyys vk 4. Ryhmien vililla ei ollut merkitsevas eroa vk 0.
ZNormaalisti jakautunut muuttuja, kdytetty alkuperaistd muuttujaa, riippumattomien otosten t-testi.
3Muuttujalle tehty Ln-muutos, riippumattomien otosten t-testi

*Mann Whitneyn U -testi

STilastollisesti merkitseva ero viikkojen 0 ja 4 vililla tutkimusryhmaissa, p-arvo <0,05, Wilcoxon merkittyjen
sijalukujen -testi (Wilcoxon Signed-Rank).

5Tilastollisesti merkitsevi ero viikkojen 0 ja 4 vélilld tutkimusryhmé&ssa, p-arvo <0,001, Wilcoxon merkittyjen
sijalukujen -testi (Wilcoxon Signed-Rank).
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5.2.2 Lopputilanne

Tutkimuksen lopussa tutkimusviikolla 4 tilastollisesti merkitsevid eroja ryhmien vélilla oli
marjojen kulutuksessa (p-arvo = < 0,001) seka kuidun (p = 0,024), veteen liukenemattoman
kuidun (p = 0,004) ja fruktoosin (p = 0,048) saannissa — marjoja syonneilla tutkittavilla saanti
oli keskimdarin suurempaa verrattuna kontrollirynmaéléisiin (katso taulukko 4). Molempien
tutkimusryhmien sisélld tapahtui merkitsevid muutoksia energiaravintoaineiden saanneissa.
Kontrolliryhméssa lihan kulutus kasvoi ja marjojen syonti vaheni, proteiinin ja tyydyttyneen
rasvan osuus energiansaannista suureni ja kuidun saanti pieneni verrattaessa tutkimuksen lahto-
ja lopputilanteita. Marjaryhméssa tutkimuksen aikana marjojen ja lihan kulutus suureni, rasvan
ja tyydyttyneen rasvan osuus energianlédhteend suureni sekd kuidun ja liukenemattoman kuidun
saanti suureni. Marjojen kulutus korreloi merkitsevasti kuidun saannin kanssa (Spearmanin rho,
p = 0,351, p-arvo = 0,021) (katso liite 7).

Tutkimuksen lopussa ryhmien vélilla oli merkitseva ero C-vitamiinin (p-arvo = < 0,001),
seleenin (p-arvo = 0,004) ja polyfenolien, myrisetiinin (p-arvo = < 0,001) ja kversetiinin (p-
arvo = < 0,001) saannissa (katso taulukko 5). Marjaryhmaldiset saivat naita keskimaarin
enemman paitsi seleenid, jonka saanti kontrolliryhmassa oli suurempaa. Ryhmien sisélla
tapahtui merkitsevia muutoksia vitamiinien ja kivenndisaineiden saannissa. Molemmissa
ryhmissé Bi-vitamiinin saanti suureni tutkimuksen aikana ja marjaryhméssa myos jodin ja C-
vitamiinin saanti muuttui merkitsevasti. Myds polyfenolien saannissa tapahtui muutoksia
ryhmien sisélla. Kontrolliryhmdssad myrisetiinin ja kversetiinin saanti pieneni kun taas
marjaryhmassa myrisetiinin saanti suureni merkitsevasti. Myrisetiinin (Spearmanin rho, p =
0,804, p-arvo = < 0,001), ja kversetiin saanti (p = 0,551, p-arvo = < 0,001) korreloi vahvasti

marjojen saannin kanssa (katso liite 7).
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Taulukko 5 Vitamiinien,

kivenndisaineiden ja

keskihajonta tutkimusryhmissa viikoilla 0 ja 4.

polyfenolien keskimaardinen saanti ja

Kontrolli n=21 Marja n=22
Yhdiste vk O Vk 4 vk O Vk 4 P-arvo?
A-vitamiini pg 854 + 499 870 + 680 910 + 499 767 £517 0,6743
D-vitamiini pg 7,4+4,5 8,2+4,2 8,3+4,5 7,5+5,2 0,310°
C-vitamiini mg 129+71 131+ 82 126 £+ 75 241 +130° <0,0013
E-vitamiini mg 12,3+6,5 11,6 + 4,3 12,6 +5,3 12,9+3,8 0,2413
B;-vitamiini mg 1,5+0,7 2,2+0,3° 1,6+0,6 2,1+0,5° 0,5233
B-vitamiini mg 2,3+1,2 2,1+0,6 2,1+0,8 2,2+1,0 0,9633
NE? 39,3+17,1 41,2 +14,2 39,3+12,7 37,2+10,8 0,3533
Be-vitamiini mg 2,7+2,5 2,2+0,7 2,3+0,7 2,4+0,9 0,6653
Folaatti ug 303 +102 285 +110 298 + 89 316 £ 104 0,2923
Biz-vitamiini pg 6,0+3,8 53+25 6,0+£3,0 52%+29 0,7973
Kalsium mg 1071 £ 482 994 + 361 1217 £ 535 1099 £ 553 0,6223
Fosfori mg 1643 £ 573 1633 £483 1596 £ 453 1563 £ 589 0,4873
Kalium g 4,1+1,5 3,9+1,2 40+1,1 4,0+£1,2 0,8743
Rauta mg 13,1%£4,2 12,0£2,9 14,0%£5,7 12,7+4,3 0,7353
Jodi pg 21671 206 £ 120 278 + 237 173 +70° 0,2533
Seleeni pg 93 +55 102 £ 56 84 +37,1 69+19,5 0,0043
Myrisetiini pug 517 £ 298 242 +176° 796 + 894 3262 +1810° <0,001*
Kversetiini ug 7343 £ 4378 4930 + 3053° 8365 + 6321 9232 + 4525 <0,001*

INE=Niasiiniekvivalentti = 1 mg niasiinia

ZRyhmien vilisen eron merkitsevyys vk 4. Ryhmien vilill3 ei ollut merkitsevaa eroa vk 0.

3Muuttujalle tehty Ln-muutos, riippumattomien otosten t-testi

4Mann Whitneyn U -testi

STilastollisesti merkitsevi ero viikkojen 0 ja 4 valilld tutkimusryhmassa, p-arvo <0,05, Wilcoxon merkittyjen
sijalukujen -testi (Wilcoxon Signed-Rank).

5Tilastollisesti merkitseva ero viikkojen 0 ja 4 vililld tutkimusryhmissa, p-arvo <0,001, Wilcoxon merkittyjen
sijalukujen -testi (Wilcoxon Signed-Rank).

5.3 N-nitrosoyhdisteet

Taulukossa 6 on tutkimuksen lahto- ja lopputilanteen ulosteen N-nitrosoyhdisteiden pitoisuudet
tutkimusryhmissa. Vertailutulokset on esitetty myds kuvaajina (katso kuva 3). L&ht6tilanteessa
totaali N-nitroso-, N-tioli- ja N-hemiyhdisteiden pitoisuudet olivat korkeampia marjaryhméssa
verrattuna kontrolliryhmé&én, mutta erot eivat olleet tilastollisesti merkitsevid. Tutkimusviikolla
nelj& marjaryhmassé pitoisuudet olivat kontrollirynm&& pienemmat, mutta erot eivat olleet
tilastollisesti merkitsevid. Tutkimusryhmien sisalla N-nitrosoyhdisteiden pitoisuuksissa ei
tapahtunut tilastollisesti merkitsevia eroja tutkimuksen aikana. Kaikkien N-nitrosoyhdisteiden

pitoisuuksien keskihajonta oli pienempi lopputilanteessa verrattuna lahtotilanteeseen. N-
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nitrosoyhdisteiden pitoisuuksien vélinen korrelaatio oli vahvaa niin tutkimuksen alussa kuin
lopussa (Spearmanin rho, p = 0,371-0,983, p-arvot p&aasiassa <0,001) (katso liite 8). Liitteissa
8-10 on esitetty myds muiden muuttujien korrelaatiotuloksia ja -kuvaajia N-nitrosoyhdisteiden
suhteen. N-hemiyhdisteiden pitoisuus korreloi merkitsevasti kuidun (p = -0,336, p-arvo =
0,037) seka kversetiinin saannin kanssa tutkimusviikolla 4 (p = -0,416, p-arvo = 0,008) (katso
liitteet 9-10).

Taulukko 6.  N-nitrosoyhdisteiden  keskiméaarainen  pitoisuus  (pmol/100  pl
ulostehomogenaattia) ulosteessa tutkimusryhmissa tutkimusviikoilla 0 ja 4

Kontrolli Marja

Vk 0 Vk 4 Vk 0 Vk 4 Vk 0 Vk 4
Yhdiste® n=17 n=18 n=21 n=21 P-arvo? P-arvo?

TotaaliNOC 151,6+160,6 140,0+68,6 213,4%+303,2 126,3+63,6 0,839 0,522
N-tioli 149,6 +152,2  139,3+71,8 224,7+335,5 117,5+59,3 0,977 0,306

N-hemi 55,2 +£37,7 53,7+24,4 57,5+56,0 44,9 + 22,5 0,750 0,246

Ipitoisuus pmol/100 ul ulostehomogenaattia. Pitoisuuksissa ei ole huomioitu 1:5 laimennosta vedella.
2Mann-Whitney U -testi, ryhmien vilinen vertailu
3Riippumattomien otosten t-testi, muuttujat normaalisti jakautuneita, ryhmien valinen vertailu
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Kuva 3. Tutkimusryhmien totaali N-nitroso-, N-tioli- ja N-hemiyhdisteiden pitoisuudet
(pmol/100 ul ulostehomogenaattia) tutkimusviikoilla 0 ja 4. Kuvaajissa sinisellda on kuvattu
kontrolliryhma ja punaisella marjaryhma. Huomioi erisuuruiset asteikot Y-akselilla.
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5.4 Polyfenolit ja niiden metaboliitit

Polyfenolit ja niiden metaboliitit analysoitiin tutkimushenkildiden loppunéaytteistd (vk 4)
eristetyistd  ulostevesistd.  Ulostevesindytteistd ~ maéaritettiin -~ ennakkoon  sovitut
polyfenolimetaboliitit: ferulahappo, protokatekiinihappo ja 3,4-dihydroksifenyylietikkahappo.
Antosyaaneja tai urolitiinid ei naytteistd havaittu. Muut tunnistetut polyfenolit olivat
kahvihappo, p-kumariinihappo, sinappihappo, homovanilliinihappo ja vanilliinihappo. KaikKi
esitetyt tulokset ovat pg/ml ulostevetté ja niissa on huomioitu suodatusvaiheessa tehty 1:2 (tai
1:3) laimennos. Kuvassa 4 on esitetty polyfenolien keskimé&&rdiset pitoisuudet

tutkimusryhmissa.
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1 = Kontrolli 2 = Marja
B Ferulahappo Protokatekiinihappo
| 3,4-dihydroksifenyylietikkahappo B Kahvihappo
B p-kumariinihappo Sinappihappo
Homovanilliinihappo H Vanilliinihappo

Kuva 4. Polyfenolien keskimaaraiset pitoisuudet tutkimusryhmissa tutkimusviikolla 4.

Taulukossa 7 on ulostevesindytteiden polyfenolien pitoisuudet tutkimusryhmissé intervention
loppupisteessd. Marjaryhméssa ulosteveden protokatekiinihapon (p-arvo = 0,027) ja p-
kumariinihapon (p-arvo = 0,003) pitoisuudet olivat keskimadrin suurempia Kkuin
kontrollirynméssad. Kuvaajissa on esitetty ferulahapon, protokatekiinihapon ja p-
kumariinihapon pitoisuuksien jakaumat tutkimusryhmissa (katso kuva 5). Muiden polyfenolien
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jakaumat loytyvat liitteestd 11. Protokatekiini- (Spearmanin rho, p = 0,357, p-arvo = 0,030) ja

p-kumariinihapon (p = 0,356, p-arvo = 0,031) pitoisuudet korreloivat merkitsevasti marjojen

syonnin kanssa (katso liite 7). Polyfenolien korrelaatioita on esitetty liitteissa 7, 9 ja 10.

Taulukko 7. Polyfenolien keskimaardinen pitoisuus (ug/ml ulostevettd) ulostevedessa

tutkimusryhmissa tutkimusviikolla 4.

Kontrolli Marja
Polyfenolit n=16 n=21 P-arvo?
Polyfenolit yhteensa 10,4 +11,7 16,5+ 11,7 0,083
Ferulahappo 3,04 £4,48 2,37 £2,00 0,683
Protokatekiinihappo 1,64 +5,26 6,14 + 7,44 0,027
3,4-Dihydroksifenyylietikkahappo 2,02 £5,09 3,63 6,87 0,495
Kahvihappo 2,14 + 5,95 1,46 £ 3,76 0,138
p-kumariinihappo 0,20+ 0,36 0,51+0,49 0,003
Sinappihappo 0,09+0,19 0,14 + 0,37 0,868
Homovanilliinihappo 1,32+2,13 1,97 +2,49 0,596
Vanilliinihappo 0,04 +0,12 0,32+0,56 0,241

Kaikki pitoisuudet pg/ml ulostevetta

2Mann-Whitney U -testi, ryhmien vilinen ero
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6 POHDINTA

6.1 NOC, punainen liha ja marjat

Marjojen vaikutusta N-nitrosoyhdisteiden sisdsyntyiseen muodostukseen ei ole tiettavasti
ailemmin tutkittu. Terveilld, tupakoimattomilla, keskim&arin normaalipainoisilla aikuisilla
toteutetun KarniMari-tutkimuksen mukaan neljan viikon kestava péivittdinen marjojen syonti
ei vaikuta merkitsevésti ulostendytteestda mitattujen N-nitrosoyhdisteiden pitoisuuksiin
sianlihaa sisaltavalla ruokavaliolla, vaikka marjoja syoneilla pitoisuudet olivat keskimaarin
pienempi& kontrolliryhmaldisiin ndhden. Tutkimuksen aikana tutkittavat soivat punaista lihaa
keskimaarin jopa 60 g/d enemman verrattuna lahtétilanteeseen, mutta kummassakaan ryhmasséa
tdma ei nakynyt merkitsevand N-nitrosoyhdisteiden pitoisuuden suurenemisena, mita olisi
voinut olettaa aiempien tutkimusten perusteella (Hughes ym. 2001). Tosin Kkaikissa
interventiotutkimuksissa punaisen lihan syominen ei ole vaikuttanut ulosteen NOC-
pitoisuuteen (Hebels ym. 2012). Hebelsin ym. tutkimuksessa tutkittavat sairastivat

tulehduksellista suolistosairautta.

Tulosten N-nitrosoyhdisteiden pitoisuuksia on vaikea verrata aiempien punaista lihaa
sisdltavien interventiotutkimusten tuloksiin, silld tutkimukset on tehty erilaisilla koeasetelmilla,
tulokset on esitetty vaihtelevin tavoin, eikd marjojen vaikutusta ole aikaisemmin tutkittu
(Hughes ym. 2001, Kuhnle ym. 2007, Joosen ym. 2009). Aiemmissa NOC:itd tutkineissa
tutkimuksissa on havaittu ulosteen NOC-pitoisuuden hajonnan suurenevan moninkertaisesti
punaisen lihan maaran kasvaessa (Hughes ym. 2001, Bingham ym. 2002). Tdssa tutkimuksessa
hajonnassa tapahtui painvastoin verrattaessa laht6- ja lopputilanteita — NOC:iden pitoisuuksien
hajonnat padasiassa puolittuivat. Se tapahtui niin totaali N-nitroso- kuin N-tioli- ja N-
hemiyhdisteiden kohdalla. Silti verrattuna aiempiin tutkimuksiin, mitattiin tdssa tutkimuksessa
NOC:iden pitoisuuksissa keskimadrin suurempi hajonta (Kuhnle ym. 2007, Joosen ym. 2009).
Sita voi selittda esimerkiksi se, ettd aiemmissa tutkimuksissa tutkimusruokavaliot ovat olleet
tarkoin kontrolloidut ja tutkittavat ovat olleet miehid, kun tassa tutkimuksessa ruokavalio oli

melko vapaa ja tutkittavat olivat sekd miehi4 ettd naisia.

Punaista lihaa siséltavissa interventiotutkimuksissa (Kuhnle ym. 2007 ja Joosen ym. 2009),
joissa totaali NOC:ista eroteltiin N-tioli- ja N-hemiyhdisteet, on N-hemiyhdisteiden pitoisuus
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ollut suurempaa kuin N-tioliyhdisteiden. Se on pdinvastoin verrattuna tdmén tutkimuksen
tuloksiin, joissa N-tioliyhdisteiden pitoisuus on N-hemiyhdisteiden pitoisuutta suurempi. Eroa
voi mahdollisesti selittdaa tutkimuksissa kaytetty liha, mika aiemmissa tutkimuksissa on ollut
sekd naudan- ettd sianlihaa. Véestotutkimusten mukaan naudanliha saattaa olla suolistolle
sianlihaa haitallisempaa (Carr ym. 2016). Naudanliha sisaltdd enemméan hemirautaa kuin
sianliha, mikda voi vaikuttaa hemirautayhdisteiden pitoisuuteen (Kuhnle ym. 2007).
Mahdollisesti nauhanlihaa sydomalla N-hemiyhdisteiden pitoisuus olisi voinut olla korkeampi
tassa tutkimuksessa naudanlihan suuremman hemirautapitoisuuden takia verrattuna sianlihaan.
Tutkijat arvelevat hemin olevan N-hemiyhdisteiden paalédhtoaine (Bastide ym. 2015). Rotilla
tehdyssé kokeessa havaittiin, ettd hemirautaa sisaltavallad ruokavaliolla NOC:itd muodostui
padasiassa N-hemiyhdisteistd, kun taas natriumnitriittia sisdltavalla ruokavaliolla N-
hemiyhdisteiden pitoisuus oli pienempaa ja NOC:itd muodostui padasiassa muista NOC:ista
kuin N-hemiyhdisteistd ulostevedestd mitattuna. Hemirautaa sisaltava ruokavalio lisdsi MDF-
kasvainten madraa paksusuolessa verrattuna natriumnitriittia sisaltdvéan ruokavalioon, vaikka
molemmat lisésivat NOC-pitoisuutta ulosteessa kontrolliryhméén verrattuna (Bastide ym.
2015). On mahdollista, ettd KarniMari-tutkimuksessa ruokavaliot sisélsivat melko véhan
hemirautaa, minkda takia N-hemiyhdisteiden pitoisuus oli pienempi verrattuna N-
tioliyhdisteiden pitoisuuteen. Tutkimusruokavaliolla tutkittavien raudan saanti hieman pieneni,
mika tosin ei ollut tilastollisesti merkitseva muutos tutkimusryhmissa. Se voisi mahdollisesti
osittain selittdd N-hemiyhdisteiden pitoisuuksien alenemista tutkimusryhmissa. Ruokavalion
hemiraudan saantia ei tutkimuksessa kuitenkaan pystytty mittaamaan, eikd tutkimuslihan

hemirautapitoisuutta mitattu.

KarniMari-tutkimuksessa lihan maara saattoi olla liian pieni, jotta kyettiin havaitsemaan eroa
N-nitrosoyhdisteiden muodostuksessa. Punaisen lihan syonti ei tutkimuksessa, niin alussa kuin
lopussa, korreloinut N-nitrosoyhdisteiden pitoisuuksien kanssa (katso liite 8). Pienelld lihan
madralla (60 g/d) ei ole havaittu merkitsevadd eroa NOC-pitoisuuteen verrattuna ei-punaista-
lihaa sisaltavaan ruokavalioon (Hughes 2001). Tutkimustietoa ei ole, kuinka noin 70-200 g/d
punaista lihaa vaikuttaa ulosteen NOC-pitoisuuteen. Tutkimuksen lahtétilanteessa tukittavat
sOivét punaista ja prosessoitua lihaa noin 20 g/d vdhemman kuin suomalaiset keskimé&arin
(Helldan ym. 2013) ja toisaalta marjoja hieman enemman, mik& viittaa tutkittavien
keskimaaréista terveellisimpiin sydomistottumuksiin. Tutkimuksessa kéaytetty lihan maara (150

g/d) on lahes saman verran kuin keskiverto suomalainen mies sy6 punaista lihaa (Helldan ym.
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2013). Maara on kuitenkin huomattavasti vdhemman kuin monessa aiemmassa NOC-
tutkimuksessa (240-600 g/d, Hughes ym. 2001). Punaisen lihan ja marjojen méaarat
tutkimusruokavaliossa olivat padasiassa hyvin siedettyjd tutkittavien oireiden raportoinnin
mukaan. Verrattaessa tutkimuksen l&ht6- ja lopputilannetta vaheni vatsaoireiden maara
erityisesti marjaryhmaéléisilla. Toisaalta kolme tutkittavaa, joilla oireita ei ollut tutkimuksen
alussa, raportoi niistd tutkimuksen lopussa. Kahdella tutkittavalla oireet edelleen jatkuivat

tutkimuksen lopussa.

6.2 Marijat ja polyfenolimetaboliitit

Tassa tutkimuksessa ulostevedestd mitattiin useita polyfenolimetaboliitteja, joista suurimmat
pitoisuudet olivat ferula-, protokatekiini- ja 3,4-dihydroksifenyylietikkahappojen
pitoisuuksissa. Ryhmien vélilla merkitsevat erot havaittiin protokatekiini- ja p-
kumariinihappojen pitoisuuksissa niiden ollessa marjaryhméassa merkitsevéasti suuremmat kuin
kontrolliryhméssa. Kaikkia suunniteltuja polyfenoleja ei pystytty mittaamaan, kuten
antosyaaneja ja urolitiinia, joka oli uusi yhdiste myos tutkimusryhmaélle. On mahdollista, etta
antosyaanit olivat jo metaboloituneet muiksi fenolihapoiksi. Urolitiinia kaikki yksilot eivéat
luultavasti tuota suolistossaan (Cerda ym. 2005, Truchado ym. 2012). Ferulahappo erottui
kaikista naytteistd hyvin, minkd takia sen pitoisuutta voidaan pitdd luotettavana.
Protokatekiinihapon pitoisuuteen liittyy epdvarmuutta, silla yhdiste eluoitui kromatogrammien
“ruuhka-alueella”, minkd takia nédytteet olisi haluttu alun perin puhdistaa mikro-
kiinteafaasiuuttosysteemilld (USPE, engl. micro Solid-Phase Extraction). Tall& menetelmalla
saannot kaikista halutuista naytteistd eivat kuitenkaan olleet erinomaisia, minka takia

mittauksessa paadyttiin suorainjektointiin UHPLC:lle.

Punaisen lihan syominen ei tutkimuksessa korreloinut polyfenolimetaboliittien pitoisuuksien
kanssa. Marjojen syonnilla ei myoskdan havaittu merkitsevdd korrelaatiota N-
nitrosoyhdisteiden kanssa. Sen sijaan polyfenolin, kversetiinin, saanti korreloi kaanteisesti N-
hemiyhdisteiden pitoisuuden kanssa (katso liite 10). Marjojen tai niiden siséltdmien
polyfenolien tai polyfenolimetaboliittien vaikutusta NOC muodostukseen ei ole tutkittu
aiemmin  punaista lihaa sisaltdvissd interventiotutkimuksissa, eikd mahdollinen
vaikutusmekanismi ole selvd. Polyfenolimetaboliitit saattavat esimerkiksi sitoutua suolistossa
NOC:isiin muodostaen suolistoa suojaavia yhdisteitd (Lee ym. 2005). Polyfenolit ja niiden
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metaboliitit voivat vaikuttaa paksusuolisyovéan kehittymiseen myds muuta kuin mahdollisen
NOC-muodostuksen inhiboinnin kautta. Esimerkiksi p-kumariini- ja ferulahapon on havaittu
in vitro -tutkimuksessa inhiboivan paksusuolisydpasolujen jakaantumista, ja p-kumariinihappo
luultavasti vaikuttaa mitokondriaalisen oksidatiivisen stressin ja lipidien peroksidaation kautta
(Janicke ym. 2011). p-kumariinihapolla, kuten monilla muillakin polyfenoleilla, on havaittu
antioksidanttisia vaikutuksia ja voivat siten estda reaktiivisten happiradikaalien vahingollisia

vaikutuksia suolistossa (Janicke ym. 2011).

Polyfenolien lisdksi marjat siséltdvat paljon myods muita yhdisteitd, kuten C-vitamiinia ja
kuitua, joiden on havaittu olevan yhteydessd NOC:iden muodostukseen ihmisilla (Holtrop ym.
2012). Marjaryhmalaiset saivat tutkimusruokavaliolla enemmaén kuitua sekéd C-vitamiinia kuin
kontrolliryhmaldiset. Kuidun saanti korreloi tutkimuksessa marjojen syénnin kanssa (katso
liitteet 7 ja 9). Runsas kuidun saanti voi lyhentdd suolen tyhjenemisaikaa, jolloin N-
nitrosoyhdisteitd mahdollisesti muodostuu suolistossa véhemmaén (Hughes ym. 2002). Siten
ruoan hidas lapikulkuaika voi olla suolelle haitallista. Tassé tutkimuksessa ei mitattu aikaa,
jonka ruoka viipyi tutkittavien suolistossa. Koska kuidun saanti oli marjaryhméssa suurempaa,
oletettavasti myos suolen l&pikulkuaika oli heilld kontrolliryhmd& nopeampaa, jolloin myos
NOC:iden pitoisuus olisi voinut olla pienempéa. In vivo -tutkimuksessa on havaittu
polyfenolien ja C-vitamiinin yhdessa estdvan N-nitrosoyhdisteiden genotoksisia vaikutuksia
eldinmallissa, mutta tutkimuksessa ei mitattu sisasyntyisten NOC:iden muodostusta (Abraham
ym. 2013). EPIC-kohorttitutkimuksessa havaittiin, ettd N-nitrosoyhdisteen suurempi saanti oli
yhteydessé suurentuneeseen sydpariskiin henkil6illa, joiden plasman C-vitamiinipitoisuus oli
alhainen (Loh ym. 2011). Russelin ym. (2011) tutkimuksessa havaittiin, etta
painonhallintaruokavaliolla hiilihydraattien ja kuidun vé&hentdminen ruokavaliossa lisasi
merkitsevasti NOC-pitoisuutta koehenkil6illd. Tutkimustuloksista ei tosin voida poistaa

rasvojen saannin vaikutusta NOC:iden pitoisuuteen.

Kuidun tai polyfenolien saannin kaanteistd yhteyttd NOC-muodostukseen eivat puolla
tutkimukset, joissa on nautittu punaisen lihan ohella vihreitd kasviksia, tee-uutetta tai
resistenssid tarkkelysta (Hughes ym. 2002, Silvester ym. 1997). Hughesin ym. (2002)
tutkimuksessa sen sijaan havaittiin, ettd 100 g soijapapuja paivéssa pienentdd NOC-pitoisuutta

tutkittavilla, jotka olivat punaista lihaa sisaltavalla ruokavaliolla. Soija sisaltaa polyfenoleista
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erityisesti isoflavonia nimeltddn genisteiini, jonka on solukokeissa havaittu estdvan N-
nitrosaatiota. Tutkimuksessa ei voida poissulkea soijan sisaltdmien muiden yhdisteiden
vaikutuksia NOC-muodostukseen. Tutkimuksessa NOC-pitoisuus korreloi vahvasti ei-
tarkkelyspitoisten polysakkaridien ja proteiinin saannin kanssa (Hughes ym. 2002). Téssa
tutkimuksessa N-hemiyhdisteiden pitoisuus korreloi k&&nteisesti kuidun saannin kanssa
tutkimusviikolla 4 (katso liitteet 9 ja 10). Kuidun saanti ei korreloinut merkitsevasti muiden N-
nitrosoyhdisteiden kanssa. N-nitrosoyhdisteilla havaittiin merkitsevia korrelaatioita eraiden
muiden ravintoaineiden kanssa (katso liitteet 9 ja 10). N-nitrosoyhdisteiden yhteys eri
ravintoaineisiin viittaa siihen, ettd ruokavalion monet komponentit saattavat vaikuttaa N-

nitrosoyhdisteiden muodostukseen — ei pelkastdan punaisen lihan maara.

6.2.1 Polyfenolimetaboliitit

Gillin  ym. (2010) mukaan protokatekiinihnappo on paaasiassa polyfenolien
aineenvaihduntatuote ja sitd voidaan mahdollisesti pitd4 antosyaanien saannin biomarkkerina.
Gillin ym. (2010) tutkimuksessa vadelmapyreen syonti sai aikaan yli puolella tutkittavista
(n=10) protokatekiinihappopitoisuuden suurenemisen ulosteessa. Marjat sisaltavat myds pienia
maaria p-kumariini- ja protokatekiinihappoja, mutta useimmissa hedelmissé naita ei havaita
(Mattila ym. 2006). Naiden polyfenolimetaboliittien pitoisuuksien eroa tutkimusryhmien valilla
tdssd tutkimuksessa voi hyvin selittdd marjojen syonti ja pitoisuudet korreloivatkin
merkitsevasti marjojen syonnin kanssa (katso liitteet 7 ja 9). Toisaalta edes marjaryhmassa
laheskdan kaikkien tutkittavien naytteistd ei néitd polyfenolimetaboliitteja l0ydetty.
Marjaryhméssa PCA:ta ei havaittu yhdeksélla ja p-kumariinihappoa kahdella, kun vastaavia
polyfenoleja ei kontrolliryhmdssa havaittu 13:a ja kahdeksalla. Mydsk&éan Gillin ym. (2010)
tutkimuksessa mink&an mitatun polyfenolimetaboliitin pitoisuus ei suurentunut merkitsevasti
kaikilla tutkittavilla ja pitoisuudet vaihtelivat paljon tutkittavien valilla. Protokatekiinihapon
pitoisuudet olivat huomattavasti pienempié kuin tassa tutkimuksessa marjaryhmaldéisilla. Gill
ym. (2010) eivét hek&an pystyneet mittaamaan urolitiinia, vaikka suoliston mikrobit hajottavat
ellagitanniinia — yhtd vadelman paapolyfenolia — urolitiiniksi.

Suomessa kahvihapon saanti on suurempaa kuin ferulahapon (Ovaskainen ym. 2008). Tassé
tutkimuksessa ei pystytty mittaamaan muiden polyfenolien kuin kversetiinin ja myrisetiinin
saanti johtuen ravintoainelaskentaohjelman kayttdméan tietokannan puutteista. Ulostevedesta
mitattuna ferulahapon pitoisuus oli tdssé tutkimuksessa suurempaa kuin kahvihapon. Téta voisi
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selittdd esimerkiksi tutkittavien véhaisempi kahvin juonti verrattuna keskimaérdiseen
suomalaiseen kayttoon. Kahvi siséltdé runsaasti kahvihappoa (Ovaskainen ym. 2008), mutta
tutkimuksessa ei ollut kaytdssa aineistoa ruoka-aineiden kulutusmaaristd. Myds marjat
sisdltdavat kahvihappoa. p-kumariinihappo on monien hydroksikanelihappojen, kuten ferula-,
sinappi-, vanilliini- ja kahvihapon laht6aine (EI-Seedi ym. 2012), mutta sen pitoisuus korreloi
merkitsevasti vain kahvihapon kanssa (katso liitteet 7 ja 9).

Muista  polyfenolimetaboliiteista  poiketen  ferulahapon  pitoisuus oli  suurempi
kontrollirynmé&ssad kuin marjaryhmdssd, mutta tulos ei ollut tilastollisesti merkitseva.
Ferulahappoa siséltavét runsaasti muun muassa taysjyvaviljatuotteet ja sitrushedelmat, mutta
marjoissa pitoisuus on keskimaarin edelld mainittuja huomattavasti pienempi (Mattila ym.
2006, EI-Seedi ym. 2012). On mahdollista, etta kontrolliryhmalaiset soivéat ferulahapon lahteité
enemman esimerkiksi korvaamaan ruokavalion marjoja. Ferula- ja sinappihapon vaélilla
havaittiin merkitseva korrelaatio (katso liitteet 7 ja 9), mité voi selittaa se, ettd ferulahappo voi
muuntua suolistossa sinappihapoksi (EI-Seedi ym. 2012. Toisaalta myds kahvihappo voi
muuntua ferulahapoksi, mika voisi myos selittdad ferulahapon suurempaa pitoisuutta, mutta
pitoisuuksien valilla ei havaittu merkitsevaa korrelaatiota. Polyfenolimetaboliittien pitoisuudet
mitattiin vain tutkimuksen loppundytteistd, minka takia ei tiedetd, miten niiden pitoisuudet
muuttuivat tutkittavilla tutkimuksen aikana. Tama on myds yksi tutkimuksen puutteista.
Polyfenolien biologiseen aktiivisuuteen vaikuttaa hyvin moni asia, kuten ruoan muut
komponentit sek& ruoan pureskelu. Marjat tarjottiin tutkittaville kokonaisina ja he saattoivat
nauttia niitd hyvin eri tavoin. Talla on voinut olla vaikutus niiden imeytymiseen ja toisaalta

eritykseen.

Erddssa pienessa tutkimuksessa (n=5) havaittiin, ettd ulostevedesta mitattujen polyfenolien
pitoisuudet vaihtelivat paljon vuorokaudesta toiseen (Jenner ym. 2005). Protokatekiini-, kahvi-
, 3,4-dihydroksifenyylietikka-, ferula-, vanilliini ja p-kumariinihappojen pitoisuudet vaihtelivat
yksittaisella tutkittavalla moninkertaisesti péivastad riippuen (Jenner ym. 2005).  Suuri
paivittadinen vaihtelu ulosteen polyfenolipitoisuuksissa on voinut vaikuttaa my6s tdmén
tutkimuksen tuloksiin. Marjaryhmaél&iset soivat viikossa kuutta eri marjaa, joista mustikoita
eniten. Luultavasti monet eivat syoneet l&heskdan kaikkia marjoja kaikkina pdiving, jolloin
tiettyjen polyfenolimetaboliittien pitoisuudet voivat vaihdella huomattavasti péivésta toiseen

rilppuen syodyistda marjoista. Ta&ma luultavasti lisési tutkittavien valistd vaihtelua
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polyfenolipitoisuuksissa. Niin marja- kuin kontrolliryhmdssé oli paljon tutkittavia, joilla monen
polyfenolimetaboliitin pitoisuus oli nolla. Péivien vélistad vaihtelua olisi voinut pienentéa
esimerkiksi marjojen jakaminen sekoituksena, mika tosin olisi voinut vaikuttaa marjojen
syontihalukkuuteen, tai ulostendytteiden keradminen useammalta kuin kahdelta vuorokaudelta.
Tarkkaa tietoa ei tosin ole siit4, kuinka kauan polyfenolit ja niiden metaboliitit sdilyvét

suolistossa.

6.3 Suolistomikrobien vaikutus

N-nitroyhdisteiden ja polyfenolimetaboliittien pitoisuuksissa on paljon henkildiden valista
vaihtelua, mita voi selittdd suoliston erilainen mikrobisto, joka osallistuu suolistometaboliittien
muodostukseen. Tutkimustietoa tiettyjen suolistomikrobien yhteydestda NOC-muodostukseen
ei ole. KarniMari-tutkimusjakson pituus oli nelja viikkoa, mik& ajallisesti voisi olla riittava
mikrobimuutoksille. N-nitrosoyhdisteiden  yhteyttd  suolistomikrobeihin  voitaisi
tutkimusaineistosta edelleen tutkia. Erdéssa vaihtovuorokokeessa (n=15 miestd) havaittiin, etta
neljan viikon paivittdinen mustikkajauheesta tehdyn juoman nauttiminen muutti tutkittavien
suolistomikrobistoa suotuisaan suuntaan ulosteesta mitattuna (Vendrame ym. 2011).
Tutkimuksessa ulosteen bifidobakteerien ja Lactobacillus acidophilus -bakteerikantojen osuus
suureni verrattuna muihin bakteerikantoihin mustikkajauhetta sisaltavalla ruokavaliolla
verrattuna kontrolliin. Toisessa vaihtovuorokokeessa (Wallace ym. 2015), jossa nautittiin
boysenmarjoja, polyfenoleja ja kuitua sisaltavaa juomaa neljan viikon ajan, ei havaittu muutosta
ulosteen bakteerikannoissa. Suoliston bakteeriston profiilissa ei havaittu muutoksia myoskéaan
neljan vuorokauden vadelmapyreen nauttimisen jalkeen (Gill ym. 2010). Ruokavalio voi
muuttaa monella tapaa suoliston mikrobien elinymparistéa vaikuttamalla muun muassa suolen
tyhjenemisnopeuteen, pH:on ja vaihtamalla ruokavalion energiaravintoaineiden saantisuhteita.
Ihmisten suoliston mikrobistoa pidetddn melko stabiilina, eik& tietoa viel& ole, voidaanko sité
ruokavaliolla muuttaa (Scott ym. 2013).

6.4 N-nitrosoyhdisteiden ja marjojen syonnin yhteys paksusuolisydpaan

Punaisen ja prosessoidun lihan syéminen lisd4 paksusuolisyopériskia (WCRF/AICR 2010),
mutta tieteellinen nédytt6 NOC:iden yhteydestd paksusuolisyopdén on vield riittdméatonta.

Eléinkokeissa ulosteen NOC-pitoisuus ei aina ole ollut yhteydessa esisydvallisiin muutoksiin
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paksusuolessa (Parnaud ym. 2000, Bastide ym. 2015). Vaestotutkimuksia ei ole, joissa olisi
mitattu ulosteesta NOC:it4 ja tutkittu niiden yhteyttd paksusuolisyopdan. Ei ole mydskaan
kattavaa tietokantaa elintarvikkeiden N-nitrosoyhdisteiden pitoisuuksista, miké olisi tarke&a
tulevaisuuden kannalta. Taman takia NOC:iden yhteytta paksusuolisydpariskiin ei voi tdmén
hetkisen tutkimustiedon perusteella pitaa kovinkaan vahvana, eikd ulosteen NOC-pitoisuudesta
ole paksusuolen syopdriskin  biomarkkeriksi. NOC pitdd sisdllddn  monenlaisia
nitrosoyhdisteitd, minka takia olisi tarkeda kehittdd yha tarkempia mittausmenetelmia, joilla
yhdisteet saataisi vielakin paremmin eroteltua. Kaikkia N-nitrosoyhdisteita ei ole luokiteltu
syopavaarallisiksi, minka takia niit4 tulisi tutkia lisd4. N&ill& yhdisteill& voi olla eri l1ahtbaineet,
ja niiden vaikutukset voivat olla elimistossa erilaiset. Eras tutkija pohtii kommentissaan,
voisiko nitrosoyhdisteiden muodostuminen suolistossa olla jopa DNA:ta suojaava keino, jolla

haitalliset yhdisteet saadaan poistettua elimistdsta (Hogg 2007).

Myds marjojen yhteys paksusuolisydpdan on epidemiologisten tutkimusten mukaan edelleen
epaselva, kuten WCRF/AICR (2010) asian linjaa. Epidemiologisissa tutkimuksissa marjat on
usein luokiteltu samaan luokkaan hedelmien kanssa, minké takia niiden itsendisté vaikutusta on
tutkittu vasta vahan. Lisaksi marjojen syonti véestOtasolla on esimerkiksi Suomessa hyvin
alhaista (Helldan ym. 2013), mika vaikeuttaa marjojen vaikutuksen tutkimista. Hedelmé&t marjat
mukaan luettuna ovat hyvin heterogeeninen joukko erilaisia ruoka-aineita sisaltden eri
yhdisteitd. Tamé voi olla myos yksi syy, miksi hedelmien ja marjojen kulutuksen yhteys
paksusuolisyopaan ei ole aina ollut yhteneva ja ndyttd on edelleen puutteellinen. Esimerkiksi
EPIC-tutkimuksessa (Leenders ym. 2015) havaittiin, ettd hedelmien (mukaan luettuna marjat)
moninainen kulutus on yhteydessd suurentuneeseen perasuolisydpariskiin: tutkittavilla, jotka
kuluttivat yli kahdeksaa eri hedelmad, oli 41 % suurentunut perasuolisydpariski verrattuna
tutkittaviin, jotka kuluttivat vdhemman kuin kolmea eri hedelmda tutkimusaikana.
WCRF/AICR:n  (2010) mukaan kuitupitoisten ruokien yhteys pienentyneeseen
paksusuolisyopariskiin on kuitenkin vakuuttava, mink& varjolla my6ds marjat saattavat
pienentdd riskid sairastua paksusuolisyopaan. Lisdd tutkimuksia tarvitaan polyfenolien

yhteydesta paksusuolisyopariskiin.

6.5 Tutkimuksen heikkoudet

Analyysimenetelmiin liittyy aina mittausvirhettd, kuten ruoankdytdn mittaamisessa.

Tutkimuksessa kaytettiin kolmen vuorokauden ruokapéivékirjojen keskiarvoa. AivoDiet-
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ravintoaineidenlaskentaohjelma tuo haasteensa ravintoaineiden saannin laskemiseen. Virheen
mahdollisuutta pienennettiin tutkimuksessa siten, etté ruokapdivékirjat tarkistettiin tutkittavien
kanssa ja vain yksi henkil6 tallensi ruokapéivékirjat AivoDiet-ohjelmalla vahentéen tallentajien
valista vaihtelua. AivoDiet-ohjelma ei anna tietoa ruoka-aineiden kéytostd, mika on ohjelman
iSO puute. Taten pystytdén vain arvailemaan ravintoaineiden saantien perusteella, minkalaisia
muutoksia tutkittavat ovat ruokavalioonsa mahdollisesti tehneet tutkimuksen aikana. AivoDiet-
ohjelman tietokanta ei mydskéan sisalla ruokien polyfenolipitoisuuksia (muutamaa lukuun
ottamatta) tai N-nitrosoyhdisteiden pitoisuuksia. Seleenin suuri saanti kontrolliryhméssa
tarkistettiin ja sitd selitti muutaman tutkittavan runsas parapahkingiden syonti parapahkinan
sisdltden paljon seleenié.

Ulosteanalyysit tehtiin kontrolloidusti. Tutkimusryhma teki NOC-mittauksia ensimmaista
kertaa, mika vaati menetelman kehittdmista. Ulostendytteiden késittely oli valilla haastavaa,
eika kaikkiin ongelmiin pystytty varautumaan etukateen suunnittelusta huolimatta. Ulosteet
ovat heterogeenisia rakenteeltaan - osa on hyvin viskooseja, osa ei. Taman takia ulosteveden
eristyksessd oltaisi voitu kayttdd esimerkiksi 1:10 laimennusta kuten Russelin ym.
tutkimuksessa (2011) tehtiin. Se saattaisi helpottaa ndytteiden suodatusta. Ulostenéytteiden otto
ei ole ongelmatonta tutkittavienkaan kannalta, ja osalle niiden s&ilyttdminen kylméssa oli
haastavaa. Jotkut tutkittavista sanoivat kérsivdnsa ummetuksesta ennen ndytteiden ottoa
mahdollisesti jannityksestd johtuen. Naytteiden ottoon ja naytteiden késittelyyn taytyy saada
toimivat menetelmat, jotta ulostendytteiden kerda@mista voisi ajatella kaytettavan laajemmissa,

enemman tutkittavia sisaltavissa interventio- tai vaestotutkimuksissa.

Koska vastaavanlaisia tutkimuksia ei ole tehty, aineistolle ei pystytty etukéteen
voimalaskelmaa. On siis mahdollista, ettd aineiston koko ei ollut riittdvd havaitsemaan
mahdollista marjojen vaikutusta N-nitrosoyhdisteiden muodostukseen  suolistossa.
Tutkimustuotteita lukuun ottamatta tutkittavien ruokavalio oli verrattain vapaa, mika lisaa
tulosten hajontaa entisestaan. Tutkimuksessa havaittiin, ettd N-nitrosoyhdisteiden pitoisuuksien
keskihajonta pieneni tutkimuksen lopussa verrattuna tutkimuksen alkuun. T&t4 voi selittda
esimerkiksi punaisen lihan mééran vakiointi tai ulostendytteiden késittely. Tutkimuksen
loppundytteiden analyyseisséd kaytettiin ulostendytteitd kahdelta tutkimuspéivélta, kun
alkunaytteiden kohdalla kdytettiin vain yhden vuorokauden néytettd. T&ma on voinut vaikuttaa
N-nitrosoyhdisteiden tuloksiin. Polyfenolimetaboliitit mitattiin vain loppunéaytteistd. On

58



mahdollista, ettd tutkittavat my6s vahensivat ruokalajien vaihtelua ruokavaliossaan

tutkimuksen aikana vaikuttaen néin tuloksiin.

6.6 Tutkimuksen vahvuudet

KarniMari-tutkimuksessa on paljon vahvuuksia. Tutkimuksessa muun muassa satunnaistettiin
tutkittavat tutkimusryhmiin, tutkittavien maarda oli melko suuri verrattuna aiempiin
tutkimuksiin, kesto oli melko pitk4, siin& oli mukana molemmat sukupuolet, tutkimustuotteiden
maaré oli verrannollinen suomalaisten lihan syontim&&rdan, N-nitrosoyhdisteet eroteltiin,
tutkittavien keskeyttdminen oli vahaistd ja heidan sitoutumisensa tutkimukseen oli hyvéaa.
Vaihtovuoro-koeasetelma olisi ollut eduksi talle tutkimukselle, mutta asetelma ei sopinut
KarniMari-tutkimuksen toiseen haaraan. Tutkittavien ruokavaliota ei juuri rajoitettu, punaisen
lihan ja marjojen syontimadrat olivat kohtuullisia ja tutkimustuotteet olivat erilaisia, minka
takia tutkimusruokavalio on yleistettdvissa myds kéytantoon. Aiemmissa tutkimuksissa
tutkittavat ovat usein olleet miehid, joten namaé tulokset ovat yleistettavissa seka naisiin etta
miehiin. Tutkimus oli kestoltaan monia vastaavanlaisia tutkimuksia pidempi. Tutkimuksessa
pystyttiin myos erottelemaan totaali NOC:istd N-hemi- ja N-tioliyhdisteet, mika lisaa tulosten
luotettavuutta. Polyfenolimetaboliitteja ei ole aiemmin tutkittu punaista lihaa tutkivissa

interventiotutkimuksissa.

Tutkimuksen keskeytti vain kaksi tutkittavaa. Tutkittavien ruokapéivékirjojen mukaan
sitoutuminen tutkimustuotteiden syomiseen oli hyvda - tutkittavat péadasiassa soOivét
tutkimustuotteet péivittdin. Marjaryhmaéléisten kversetiinin ja myrisetiinin runsaampi saanti
sek& polyfenolimetaboliittien pitoisuuksien erot tutkimusryhmien vélill& viittaavat siihen, ettd
marjoja on marjaryhméssa nautittu. Polyfenolien tai marjojen saannista ei kuitenkaan ole vield
olemassa ulosteesta mitattavaa luotettavaa indikaattoria. Komplianssin varmistamiseksi
tutkimuksessa olisi voitu esimerkiksi keratd tutkittavilta tyhjat elintarvikepakkaukset, mika

olisi voinut edelleen parantaa tutkimusmyontyvyytta.

6.7 Kdytannon merkitys ja tulevaisuus

Aiemmin ulosteen N-nitrosoyhdisteiden pitoisuutta ei ole tutkittu suomalaisilla. Tutkittavien

erilainen geneettinen tausta, erilaiset tutkimusmenetelmét ja -asetelmat ja eri mittayksikot
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tutkimuksissa, hankaloittavat kaikki tulosten vertailua aiempiin tutkimuksiin. Tutkittavat olivat
terveitd, melko nuoria aikuisia ja todennékdisesti keskimaaraista véaestod korkeakoulutetumpia,
ja siten heidan terveyskayttaytymisensa ja ruokavalionsa on voinut olla keskimaaraista
terveellisempdd. Nain ollen tdmén tutkimuksen tulokset voi vain varauksella yleistaa
koskemaan koko vaestod. Ei ole tietoa, miten marjojen syonti vaikuttaa NOC-pitoisuuteen tai
polyfenolimetaboliittien pitoisuuksiin suolistosairauksia tai paksusuolisyopéda sairastavilla
henkil6illa tai sydvasta selvinneilla henkil6illg, joita on koko ajan yhd enemman syopéhoitojen

kehittyessa.

Punaisen ja prosessoidun lihan paksusuolisyOpériskid lisadvan vaikutuksen mekanismi on
edelleen epaselva. Mahdollisesti monet tekijat yhdessé tai erikseen voivat vaikuttaa riskiin eri
vaikutustapojen kautta. Esimerkiksi hemiraudan saanti ruokavaliosta, miké saattaa vaikuttaa
itsendisesti  suolistoon tai  esimerkiksi NOC-muodostuksen kautta, on liitetty
vaestotutkimuksissa suurentuneeseen paksusuolisyopariskiin (Cao ym. 2016). Aiemmissa
tutkimuksissa punaisena lihana on kéytetty seka sian- ettd naudanlihaa. Suomalainen riistaeldin,
kuten hirvenliha ja kasvatettu poronliha, sisaltavét rautaa viela naudanlihaakin enemman. On
mahdollista, etta niiden vaikutus NOC-muodostukseen saattaisi olla edellda mainittuja viel&kin
suurempaa. Tulevaisuudessa myos erilaisten kasviproteiinildhteiden vaikutusta suolistoon ja
paksusuolisydpaan voitaisi tutkia. KarniMari-aineistosta voitaisi selvittdd suolistomikrobiston
lisaksi esimerkiksi paksusuoleen paatyneiden proteiinien ja hiilihydraattien suolistossa
tapahtuvien mikrobireaktioiden lopputuotteita — onko niissd tutkimusryhmien valilla eroa. N-
nitrosoyhdisteiden yhteyttd paksusuolisydpadn ja muihin ruoansulatuselimiston sy6piin tulisi
tutkia vaestotasolla. Ulosteiden késittelyyn tarvittaisi yhd helpompia kéasittelymenetelmia, mika

helpottaisi ulostendytteiden kayttoad tutkimustyossa.

Interventio vaikutti tutkittavien ravintoaineiden saantiin jonkin verran, vaikka tavoitteena oli,
ettei ravintoaineiden saanti juuri muuttuisi. Sianlihan sydminen lis&si tutkittavien energian
saantia erityisesti tyydyttyneestd rasvasta, minkd osuus ruokavaliossa nousi tutkittavilla
edelleen yli ravitsemussuositusten (Valtion ravitsemusneuvottelukunta 2014). Rasvan saanti
verrattuna ravitsemussuosituksiin oli tutkittavilla tutkimuksen lopussa melko korkea (Valtion
ravitsemusneuvottelukunta 2014). Kuidun saanti jai alle suositusten kontrolliryhméléisilla.
Erityisesti kontrolliryhméssa ruokavalion vaikutus kolesterolipitoisuuksiin oli epdedullinen,
mika saattoi johtua edell& mainituista muutoksista ruokavaliossa.
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Marjojen syonnin ansiosta marjaryhméléisten kuidun saanti nousi tutkimuksen lopussa
ravitsemussuositusten  suosittelemalle  tasolle eli 3 g  kuitua/MJ  (Valtion
ravitsemusneuvottelukunta 2014). Vaikka marjojen syonti, kuidun runsaampi saanti ja
polyfenolimetaboliittien suurempi pitoisuus ulosteessa ei tdman tutkimuksen mukaan vaikuta
merkitsevasti N-nitrosoyhdisteiden muodostukseen, voi niilla olla silti suoliston terveytta
edistdva vaikutus, mitd ei tdssa tutkimuksessa pystytty osoittamaan. WCRF/AICR:n (2010)
mukaan on vakuuttavaa nayttoa, ettd kuitupitoinen ruoka pienentad paksusuolen sydpariskié,
minkd takia my0s marjoja on suositeltavaa syoda péivittdin. Téalla koeasetelmalla ja
tutkimusryhmall& marjojen syonti ei vaikuta NOC-muodostukseen, eika siten vahennd punaisen
lihan aiheuttamaa mahdollisesti sydpavaarallista NOC-muodostusta suolistossa. Taten varmin
keino ehkdistd punaisen lihan haittoja on vahentdd punaisen lihan sydntia, mutta samalla
muistaa monipuolinen, kasviksia ja marjoja sisaltavd, ruokavalio. N-nitrosoyhdisteiden
pitoisuus ei ole merkitsevasti suurempi noin 60 g/d punaista lihaa syovilla kuin ei-punaista lihaa
syovilla (Hughes ym. 2001). Néin ollen nykyinen punaisen lihan saantisuositus 500 g/vk
(Valtion ravitsemusneuvottelukunta 2014) on melko hyvin sopusoinnussa punaisen lihan

vaikutuksen N-nitrosoyhdisteiden muodostukseen kanssa.
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7 JOHTOPAATOKSET

Tassa tutkimuksessa neljan viikon yhtdjaksoinen marjojen syonti sianlihaa siséltavalla
ruokavaliolla ei vaikuttanut merkitsevésti ulosteen N-nitrosoyhdisteiden pitoisuuksiin terveilla
koehenkil6illd. Koska hajonta niin N-nitrosoyhdisteiden kuin polyfenolimetaboliittien
pitoisuuksissa oli suurta, tulisi aihetta tutkia viela suuremmalla joukolla. Erilaisista
koeasetelmista ja tutkittavista johtuen tuloksia on hankala vertailla aiempiin punaista lihaa ja
N-nitrosoyhdisteitd tutkineisiin tutkimuksiin. Luotettavan polyfenolimetaboliitin 16ytyminen
marjojen syonnin mittariksi vaatii lisad useita interventiotutkimuksia. Marjojen syonti lisasi
tutkittavien C-vitamiinin sek& kuidun saantia suomalaisten ravitsemussuositusten
suosittelemalle tasolle. Sianlihan syominen lisési tutkittavien tyydyttyneen rasvan saantia.
Ulosteen N-nitrosoyhdisteiden yhteys paksusuolen syopériskiin on vield epaselva.
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LITTEET

LIITE 1. Ohje tutkimusruokavaliosta ja sen rajoitteista

Hyva KarniMari-tutkimukseen osallistuja,

Tutkimuksen aikana syotavat liha- ja marjatuotteet saat tutkimusyksikosta. Kaikki

tutkimushenkilot syévat lihatuotteita ja osa tutkittavista myos marjoja. On tarkeas, etta
noudatat seuraavia ohjeita tutkimusjakson aikana. Tutkimuslihojen ja marjojen syomista

koskien olet saanut erilliset ohjeet.

Syothan paivittdin kaikki sille paivalle tarkoitetut tuotteet annettujen ohjeiden mukaisesti.
Ethdn sy0 muuta punaista lihaa (porsas, nauta, lammas, hirvi, poro) tutkimustuotteiden
lisdksi. Tutkimuksen aikana voit syoda siipikarjan lihaa (kanaa, kalkkunaa) normaalisti.

Kalaa saat syoda kohtuudella (2 annosta viikossa).

Jos et kuulu marjaryhmaan, ala sy6 marjoja tutkimuksen aikana (marjamehut, -hillot, -puurot
ym.). Sallittuja marjoja sisaltavia tuotteita ovat kuitenkin: o kaupan valmiiksi maustetut
marjajugurtit (sisdltavat vain vahan marjaa) o kaupan marjakeitot, mutta rajoita kaytto 1,5 dI
/paiva.

Hedelmia voit nauttia normaalisti.

Rucolaa, pinaattia ja punajuurta saat sydda kohtuudella (2 annosta viikossa), koska ne
sisdltavat runsaasti nitraattia.

C-vitamiinivalmisteiden (tabletit) ja C-vitamiinia sisdltdvat monivitamiinitabletit (Multitabs,
Multivita ym.) seka luontaistuotteiden (mm. Spirulina, pakurikdapa) kaytto tutkimuksen
aikana on kiellettya. D-vitamiinitabletit ovat sallittuja, samoin magnesium- ja kalsiumtabletit.
Maitohappobakteereja sisaltavat elintarvikkeet (esim. piima, jugurtti, mehut) ovat sallittuja
tutkimuksen aikana, mutta maitohappobakteeritabletit (esim. Relatabs) ovat kiellettyja.

Saat sy6da proteiinipatukoita, -pirtelditad ja muita proteiini-/ palautusvalmisteita normaaliin
tapaasi.

Ethan kayta kasvisterolilla tai -stanolilla tdydennettyja tuotteita (Benecol, Becel pro.activ)
Alkoholia voit nauttia tutkimuksen aikana kohtuudella. Kohtuukadyton rajat ovat naisilla alle 5
annosta kerralla ja alle 16 annosta viikossa, miehilld alle 7 annosta kerralla ja alle 24 annosta
viikossa.

Ruokavaliota ei ole tarpeen muokata muilta osin. Tutkimuksen kannalta on tarkeas, etta syot

muuten mahdollisimman samalla tavalla kuin yleensa. Taytathan ruokapaivakirjaa ohjeiden

mukaisesti. Jos jostain syystd et pysty jonain paivana syomaan kaikkia tuotteita (esim.
sairastuminen), ota yhteytta tutkimuskoordinaattoriin.

Ystavallisin terveisin,

KarniMari-tutkimusryhma
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LIITE 2. KarniMari-tutkimuksen sianlihatuotteiden ainesosat

Taulukko 8. KarniMari-tutkimuksessa kaytettyjen sianlihatuotteiden ainesosat

Tuote Ainesosat Muuta

Jauheliha suomalainen porsaanliha 100 %.

Nakki suomalainen porsaanliha, vesi, kamara, Lihapitoisuus 72 %,
perunajauho, lisatty suola (1,6 %), laktoositon, gluteeniton ja
dekstroosi, perunakuitu, lihaproteiini, proteiinipitoinen
mausteet (mm. korianteri), aromit (mm.
mustapippuri, inkivaari, paprika), savuaromi

Pekoni suomalainen porsaanliha, lisdtty suola (1,9 Lihapitoisuus 95 %

Fileesuikaleet
Kokolihaleikkele

Grillimakkara

Nyhtopossu

%), hapettumisenestoaine (E301),
sailéntaaine (E250)

suomalainen porsaanliha 100 %
suomalainen porsaankinkku (94 %), vesi,
perunatarkkelys, suola (lisdttya suolaa 1,8
%), luontainen aromi, mineraalisuola
(natrium- ja kaliumkloridi)

suomalainen porsaanliha, vesi, kamara,
perunajauho, lisatty suola (1,6 %),
dekstroosi, perunakuitu, lihaproteiini,
mausteet (mm. korianteri), aromit (mm.
mustapippuri, inkivaari, paprika), savuaromi
Suomalainen porsaanliha, tomaattisose,
sokeri, fariinisokeri, punaviinietikka, lisatty
suola (1,2 %), mausteet (mm. chili,
valkosipuli, sipuli), aromit (mm. savu),
muunnettu maissitarkkelys, vari (E150c),
sakeuttamisaine (ksantaanikumi)

Lihapitoisuus 94 %,
laktoositon, gluteeniton,
runsasproteiininen

Lihapitoisuus 72 %,
laktoositon, gluteeniton,
proteiinipitoinen

100 g tuotetta kaytetty 110 g
lihaa, laktoositon, gluteeniton
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LIITE 3. Ohjeet liha-annosten nauttimista varten

Saat tutkimukseen osallistumisen aikana viikoittain tutkimustuotteet. Ensimmainen tuote-
erd on kylmalaukussa ja tarkoituksena on, ettd noudat seuraavat tuote-erat samalla
kylmalaukulla. Huomioithan, etta tuotteet vaativat kylmasailytyksen, joten huolehdithan
kylmaketjun katkeamattomuudesta.

Tutkimustuotteina ovat:

- jauhelihaa

- nakkeja / grillimakkaraa

- pekonia

- fileesuikaleita

- kokolihaleikkeletta

- pulled porkia (nyhtopossua)

Saat tuotteiden mukana ruuanvalmistusohjeita tuomaan inspiraatiota tuotteiden nauttimista
varten. Ohjeissa kerrotaan, kuinka monta annosta niista syntyy (useimmiten kaksi, sinun on
tarkoitus syoda kummatkin annokset, toinen esim. seuraavana paivana). Huomioi, etta
lihasta irtoava rasva on tarkoitus myos syoda, ethan siis kaada esim. pekonista irtoavaa
rasvaa pois. Voit toki valmistaa lihan myds muiden reseptien mukaan, ja mikdan ei esta
syomasta esim. nakkeja sellaisenaan pakkauksesta.

Tuotteet on pakattu siten, ettd pakkauksessa on kaksi annosta (paitsi kokolihaleikkeleiss3,
jossa on noin 3 annosta). Tutkimustuotteiden pdivdannokset ovat:

- jauhelihaa 100g JA nakkeja 2 kpl (80g) TAI

- pekonia 4 siivua (85g) JA fileesuikaleita 75g TAI

- kokolihaleikkeletta 6 viipaletta (45g) JA jauhelihaa 100g TAl

- grillimakkaraa 1 kpl (100g) JA pulled porkia (nyhtépossua) 50g

Paivan aikana on siis tarkoitus syoda 2 liha-annosta. Viikon aikana tulee siis sy6da yhteensa
14 annosta. Voit itse paattdaa mina paivana syot kunkin paivdannoksen. Voit myos sekoittaa
pdivan eri annoksia keskenaan, kunhan et valitse kokolihaleikkeletta ja fileesuikaleita samalle
paivélle. Jos jokin annoksista jaa pdivan aikana sydmattd, syo se seuraavien pdivien aikana.
Tutkimuksen onnistumisen kannalta on tarkeaa, etta jokainen liha-annos tulee syotya.

Nautinnollisia hetkia liha-aterioiden parissa!
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LIITE 4. Ohjeet marja-annosten nauttimista varten

Saat tutkimusjakson aikana syotavat marjat viikoittain tutkimusyksikosta.
Tutkimusmarjoina on:

- Mustikkaa 200 g x 2

- Mansikkaa 250 g

- Puolukkaa 200 g
-Vadelmaa 200 g

- Mustaherukkaa 200 g
- Hillaa 200 g

Viikon jokaisena paivana sinun tulisi sydda marjoja 200 grammaa (mansikkaa 250 g). Marjat
on jaettu valmiisiin annoksiin. Voit itse paattdaa mina paivana syot mitakin marjaa. Voit myos
paattaa, kaytatko paivittain yhden pussin tiettya marjaa vai otatko marjoja eri pusseista,
kuitenkin niin, ettd paivittdinen annosmaara on n. 200 g. Voit jakaa paivittdisen marja-
annoksen syomisen usealle kerralle paivassa, kaikkea ei tarvitse sydda yhdella aterialla.

Kaikki marjat ovat kotimaista pakastemarjaa ja voit kayttaa ne sellaisenaan ilman
kuumentamista. Voit sdilyttdaa marjat pakastimessa tai jaddkaapissa. Jos sdilytat mansikkaa tai
vadelmaa jadkaapissa, kdyta ne parin paivan kuluessa sulattamisesta. Marjat saat syoda
sellaisenaan, sokerin kanssa, jugurtin, puuron tai smoothien joukossa jne. Voit myos kayttaa
marjoja ruuanlaitossa — lammittaminen, kuumennus ym. ei haittaa.

Ethdn syo muita marjoja tai marjatuotteita (mukaan lukien marjamehut, -hillot, -puurot ym.)
tutkimusjakson aikana. Sallittuja marjoja sisaltavia tuotteita tutkimusjakson aikana ovat

kuitenkin:

e kaupan valmiiksi maustetut marjajugurtit (sisaltavat vain vdhdan marjaa)
e kaupan marjakeitot, mutta rajoita kdytt6 1,5 dl /paiva.

Tutkimuksen onnistumisen kannalta on tarkeaa, etta syot jokaisen marja-annoksen viikon
aikana ja kaikki marjat tulisi syotya.

Nautinnollisia hetkid marjaherkkujen parissa!
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LIITE 5. Ohjeet ulostenaytteen ottoa varten (Aloituskaynti) (1/2)

Hyva tutkimushenkilo,

Olet saanut naytteenottovalineet ulostendytteen kerdaamiseksi. Keraa naytteet kahdelta
pdivalta ennen kuin aloitat tutkimustuotteiden syémisen varsinaisella tutkimusjaksolla.

Styroxlaukku sisdltaa seuraavat naytteenottoon tarvittavat vilineet:

- 2 kylmavaraajaa
- Kaarimaljoja
- Iso valkoinen muovipussi
- Kertakayttolusikoita 2 kpl
- Kertakayttohanskoja naytteenottoa varten (2 paria)
- Vaaka
- Nimellasi varustettu pakasterasia (Orthex)
- 2 minigrip-pussia, joissa molemmissa
o 1 kannellinen muovipurkki
o 1 nayteputki, jossa naytteenottoa varten sisdanrakennettu lusikka
- Permanenttitussi
- Lomake naytteenkeraystietoja varten

Naytteenotto:
Lue ohje huolella lapi ennen naytteenottoa.

- Pakasta kylmavaraajat hyvissa ajoin ennen naytteen palautusta. Naytteet palautetaan
tutkimusyksikk6on pakastettuna ja kylmavaraajien kanssa styroxlaukkuun pakattuna.

- Ulostendyte kerdatdaan kahdelta padivalta. Paivien ei tarvitse olla perakkaiset, mutta
mielellaan Idhella toisiaan.

- Kaikki kerdayspaivan tuotokset punnitaan ensin vaa’alla ja painot merkitaan
lomakkeeseen. Vain yhdesta uloste-erdsta per paiva otetaan naytteet seuraavaa
ohjetta noudattaen:

Ulosta kaarimaljalle. Punnitse tuotos vaa’alla ja merkitse paino lomakkeeseen.
Jos ulostat useita kertoja paivassa, muistathan punnita kaikki tuotoksesi ja
merkita lomakkeeseen.

Ota paivittdinen ndyte vain yhdelta ulostekerralta, ei siis kaikilta kerroilta.

Ota nayteputki ja —purkki pussista, jossa lukee PAIVA 1.
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(2/2)
Ota ulostetta ensin ndyteputkeen (tarrassa: Mikronadyte A) putken sisaltamalla
lusikalla reilun lusikallisen verran ulosteen keskikohdalta, ei alussa tulevasta
mahdollisesti kovemmasta “tulpasta”. Sulje korkki huolellisesti.
Ota ulostetta (keskikohdalta) kertakadyttolusikalla kannelliseen muovipurkkiin
(tarrassa: NAYTE1A) vihan yli puolet purkin tilavuudesta. Sulje kansi
huolellisesti. Kaikkea ulostetta ei tarvitse laittaa putkeen, kaada loput ponttéon.
Huolehdithan, ettei ulostetta jaa putken tai purkin ulkopuolelle.
Merkitse putkessa seka purkissa olevaan tarraan naytteenottopdivamaara
permanenttitussilla.
Laita putki ja purkki minigrip-pussissa Orthex-pakasterasiaan, jossa on nimesi, ja
pakasta valittomasti.
Suorita ndytteenotto samalla tavalla myos PAIVANA 2.

Naytteiden sadilytys kotona ja kuljetus tutkimusyksikkdon:

o

Sailyta naytteet pakastimessa nimikoidussa pakasterasiassa siihen asti, kunnes
toimitat naytteet Viikkiin.

Tuo pakastetut naytteet pakastettujen kylmavaraajien kanssa styroxlaukussa.

= Kuljetusta varten laita kylmavaraajat ja Orthex-pakasterasiassa olevat
ndytteet isoon muovipussiin ja solmi pussi tiiviiksi paketiksi. Talla
varmistetaan, etta ndyte ei paasisi sulamaan kuljetuksen aikana.

Pakastetut naytteet voit palauttaa tutkimusyksikkéon Viikkiin

Minimoi naytteiden oloaika pakastimen ulkopuolella, ndytteet eivat saa sulaa
kuljetuksen yhteydessal

Muistathan palauttaa myos taytetyn lomakkeen.

Naytteenotto ja purkitus on helpointa suorittaa kotona, missa kylmasailytys/pakastaminen

onnistuu paremmin. Jos ulostekertoja on useita pdivan aikana, varaudu punnitsemaan

ulosteesi myos kodin ulkopuolella. Tall6in riittad, ettd pidat mukanasi vaakaa, kaarimaljaa,

ja punnituslomaketta. Varaa mukaasi myo6s roskapussi, jossa voit laittaa likaisen kaarimaljan

roskikseen. Ulosta kaarimaljalle, punnitse ja merkitse paino lomakkeeseen.

KITAMME SINUA OSALLISTUMISESTASI!

Ystavallisin terveisin,

KarniMari-tutkimusryhma
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LIITE 6. Kuva huuhteluastiasta

Kuva 6. N-nitrosoyhdisteiden mittauksessa kaytetty huuhteluastia (engl. purge vessel).

Kantokaasun painemittari

Naytteen
injektointi
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LIITE 7. Polyfenolimetaboliittien korrelaatiotuloksia

(1/2)

Taulukko. Polyfenolimetaboliittien, polyfenolien ja kuidun saannin ja marjojen syénnin valinen korrelaatio (Spearmanin jarjestyskorrelaatio rho, p)

tutkimusviikolla 4.

et > o < o
s £ 53 g s 8 Ot = c w 2 2
o ~ = © a © = © o - oo — —
© v O L 9 c © < © = ©o < = v ~ £ =
< = o < X © - e < % o = o = =] S =
© g = ) e < S Q = Q > 2 = o g = [<3] (]
> o © - = = o Q. o © = T 3 2 2 ©
. @ k) Z o 8 £ e € c = 2 s o
Yhdiste w = 5 = 3 7 o o S <
Ferulahappo 1 -0,041 0,460** 0,304 0,236 0,342* 0,011 0,178 0,071 0,068 0,083 0,243
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Protokatekiinihappo -0,041 1 0,094 -0,071 0,24 0,11 0,121 0,072 0,357* 0,166 0,452**  0,437**
36 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37
3,4-Dihydroksifenyylietikkahappo 0,460** 0,094 1 -0,027 0,097 0,283 -0,032 0,461** 0,202 0,087 0,147 0,313
36 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37
Kahvihappo 0,304 -0,071 -0,027 1 0,345* 0,04 0,152 -0,086 0,366* 0,143 0,231 0,05
36 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37
p-kumariinihappo 0,236 0,24 0,097 0,345* 1 0,072 0,151 0,096 0,356* 0,153 0,419** 0,187
36 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37
Sinappihappo 0,342* 0,11 0,283 0,04 0,072 1 0,073 0,329* 0,047 -0,02 0,088 0,394*
36 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37
Homovanilliinihappo 0,011 0,121 -0,032 0,152 0,151 0,073 1 0,09 0,099 0,212 0,034 0,098
36 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37
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. 5 £ Z8 & g g £ z i £ g
Yhdiste p w = B = 3 & o o S <
Vanilliinihappo 0,178 0,072 0,461%* -0,086 0,096 0,329* 0,09 1 0,219 -0,006 0,075 0,358*
N 36 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37
Marjojen kulutus, g 0,071 0,357* 0,202 0,366* 0,356* 0,047 0,099 0,219 1 0,351* 0,804**  (0,551**
N 36 37 37 37 37 37 37 37 43 43 43 43
Kuitu, g 0,068 0,166 0,087 0,143 0,153 -0,02 0,212 -0,006 0,351* 1 0,395**  0,422**
N 36 37 37 37 37 37 37 37 43 43 43 43
Vesiliukoinen polysakkaridi, g 0,067 0,340* 0,153 0,031 0,084 0,107 0,340* 0,087 0,312*  0,833** 0,353* 0,482**
N 36 37 37 37 37 37 37 37 43 43 43 43
Myrisetiini, pug 0,083 0,452%* 0,147 0,231 0,419** 0,088 0,034 0,075 0,804**  (0,395** 1 0,667**
N 36 37 37 37 37 37 37 37 43 43 43 43
Orgaaniset hapot, g 0,087 0,3 0,211 0,111 0,057 0,134 -0,047 0,018 0,619** 0,438** 0,605** 0,631**
N 36 37 37 37 37 37 37 37 43 43 43 43
Kversetiini, pug 0,243 0,437** 0,313 0,05 0,187 0,394* 0,098 0,358* 0,551** 0,422** 0,667** 1
N 36 37 37 37 37 37 37 37 43 43 43 43

*Spearmanin korrelaatio p-arvo < 0,05

**Spearmanin korrelaatio p-arvo < 0,01
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LIITE 8. N-nitrosoyhdisteiden, punaisen lihan ja marjojen valisia korrelaatiotuloksia

Taulukko. N-nitrosoyhdisteiden pitoisuuden ja punaisen lihan sekd marjojen syénnin valinen korrelaatio (Spearmanin jarjestyskorrelaatio rho, p) tutkimusviikoilla 0 ja 4.

Tot NOC N-tioli N-hemi Tot NOC N-tioli N-hemi Punainen Marjat g, Punainen Marjat g,
p vk 0 vk 0 vk 0 vk 4 vk 4 vk 4 liha g, vk 0 vk 0 liha g, vk 4 vk 4
Tot NOC vk 0 1 0,983** 0,909** 0,588** 0,556** 0,376* 0,275 -0,23 0 0,059
N 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
N-tioli vk 0 0,983** 1 0,934** 0,539** 0,497** 0,372* 0,221 0,274 0,039 0,024
N 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
N-hemi vk 0 0,909%* 0,934%* 1 0,497** 0,488%* 0,450%* 0,097 -0,245 0,091 -0,03
N 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
Tot NOC vk 4 0,588%* 0,539%* 0,497** 1 0,980%* 0,731** 0,218 -0,259 -0,06 -0,144
N 38 38 38 39 39 39 39 39 39 39
N-tioli vk 4 0,556%* 0,497** 0,488** 0,980** 1 0,696** 0,192 -0,219 -0,047 -0,163
N 38 38 38 39 39 39 39 39 39 39
N-hemi vk 4 0,376* 0,372* 0,450%* 0,731** 0,696** 1 0,119 -0,377* 0,112 -0,247
N 38 38 38 39 39 39 39 39 39 39
lega'”e” B 0,275 0,221 0,097 0,218 0,192 0,119 1 -0,101 -0,109 0,245
N 38 38 38 39 39 39 43 43 43 43
Marjat g, vk 0 0,23 -0,274 -0,245 -0,259 -0,219 -0,377* -0,101 1 0,111 0,169
N 38 38 38 39 39 39 43 43 43 43
Sll(‘za'”e” e, 0,00 0,039 0,091 -0,06 -0,047 0,112 -0,109 0,111 1 -0,156
N 38 38 38 39 39 39 43 43 43 43
Marjat g, vk 4 0,059 0,024 -0,03 -0,144 -0,163 -0,247 0,245 0,169 -0,156 1
N 38 38 38 39 39 39 43 43 43 43

*Spearmanin korrelaatio p-arvo < 0,05

**Spearmanin korrelaatio p-arvo < 0,01
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LITE 9. Muuttujien valisia korrelaatiokuvaajia
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LIITE 10. N-nitrosoyhdisteiden ja ravintoaineiden valisia korrelaatiotuloksia

Taulukko. Spearmanin jarjestyskorrelaatio rho, p, N-nitrosoyhdisteiden ja tiettyjen muuttujien valilla
tutkimusviikoilla 0 ja 4.

Tot NOC N-tioli N-hemi  Tot NOC  N-tioli N-hemi

Muuttuja vk 0 vk 0 vk 0 vk 4 vk 4 vk 4

n=38 n=38 n=38 n=39 n=39 n=39
Paino kg, vk O 0,098 0,055 0,020 0,334* 0,317* 0,176
Paino kg, vk 4 0,084 0,043 0,018 0,333* 0,321%* 0,159
Energia kJ, vk O -0,271 -0,277 -0,376* -0,172 -0,167 -0,245
Rasva E%, vk 0 0,445** 0,462** 0,409* -0,022 -0,04 0,126
Yksittaistyydyttymattomat rh:t E%, vk O 0,428** 0,446** 0,403* -0,037 -0,043 0,068
Hiilihydraatti g, vk O -0,467** -0,461** -0,497** -0,128 -0,110 -0,252
Hiilihydraatti E%, vk O -0,442%* -0,428** -0,322* 0,042 0,083 -0,016
Monodisakkaridit g, vk 0 -0,465** -0,447** -0,536** -0,201 -0,186 -0,335*
Monodisakkaridit E%, vk O -0,354* -0,322* -0,332* -0,077 -0,048 -0,191
Tarkkelys g, vk O -0,378* -0,387* -0,361* -0,019 0,001 -0,105
Kuitu g, vk O -0,250 -0,245 -0,224 -0,217 -0,168 -0,336*
Fruktoosi g, vk O -0,389* -0,360* -0,437** -0,354* -0,335* -0,428**
Fruktoosi E%, vk O -0,346* -0,304 -0,334* -0,289 -0,279 -0,309
Vesiliukoinen polysakkaridi g, vk 0 -0,356* -0,343* -0,365* -0,367* -0,347*  -0,494**
A-vitamiini pug, vk 0 -0,282 -0,291 -0,365* -0,370* -0,315 -0,401*
Riboflaviini mg, vk O -0,345* -0,379* -0,432** -0,168 -0,153 -0,173
Kalsium mg, vk O -0,250 -0,274 -0,329* -0,147 -0,132 -0,233
Typpi g, vk 0 -0,256 -0,315 -0,414* -0,066 -0,079 -0,130
Fosfori mg, vk 0 -0,314 -0,355* -0,404* -0,19 -0,173 -0,253
Kuitu g, vk 4 -0,003 -0,003 -0,028 -0,275 -0,257 -0,336*
Fruktoosi g, vk 4 -0,120 -0,118 -0,225 -0,273 -0,227 -0,477**
Tiamiini mg, vk 4 -0,107 -0,070 -0,056 -0,338* -0,368* -0,148
Rauta mg, vk 4 -0,157 -0,141 -0,116 -0,347* -0,337* -0,270
Kversetiini pug, vk 4 -0,083 -0,059 -0,175 -0,288 -0,312 -0,416**

-0,257 -0,221 -0,316 -0,326* -0,349* -0,237
3,4-Dihydroksifenyylietikkahappo, vk 4

(n=36) (n=36) (n=36) (n=37) (n=37) (n=37)

-0,484** -0,407* -0,341* -0,311 -0,318 -0,246

Sinappihappo, vk 4

(n=36) (n=36) (n=36) (n=37) (n=37) (n=37)

*Spearmanin korrelaatio p-arvo < 0,05
**Spearmanin korrelaatio p-arvo < 0,01
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LIITE 11. Polyfenolimetaboliittien pitoisuuksien kuvaajia tutkimusryhmittdin
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Kuva. Tutkimusryhmien polyfenolimetaboliittien pitoisuuksia ulostevedesta mitattuna.

Siniselld on kuvattu kontrolliryhmaa ja oransilla marjaryhmaa. Pitoisuudet pl/ml. Huomioi

erisuuruiset Y-asteikot.
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