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THVISTELMA

Hongisto, T. 2016. Suoliston mikrobiston koostumuksen erot ja yhteys viskeraalisen rasvakudoksen
geenien ilmentymiseen HCR - ja LCR -rotilla. Terveystieteiden laitos, Jyvéaskylan yliopisto,
Liikuntaldaketieteen pro gradu -tutkielma, 62s, 4 liitetta.

Suoliston mikrobistolla on osoitettu olevan merkittévia vaikutuksia isantaelionsé terveyteen kuten
lihavuuden kehittymiseen. Elimiston rasvan madran vaihtelun on puolestaan havaittu vaikuttavan
suoliston mikrobiston koostumukseen. Sekd synnynndisen ettd hankitun aerobisen kapasiteetin
yhteyttd suolistomikrobistoon ei ole juuri tutkittu. Tamén tutkimuksen tarkoituksena on selvittda
suoliston mikrobiston koostumuksen ja viskeraalisen rasvakudoksen tulehdukseen ja rasva-
aineenvaihduntaan liittyvien geenien ilmentymisen eroja synnynnaiseltd aerobiselta kapasiteetilta
poikkeavilla rotilla. Lisaksi tarkoituksena on selvittdd suoliston mikrobiston koostumuksen yhteytta
viskeraalisen rasvakudoksen geenien ilmentymiseen.

Tutkimuksessa kaytettiin kahta synnynnéiseltd aerobiselta kapasiteetilta eroavaa rottakantaa, joita
olivat HCR - (High Capacity Runner) ja LCR (Low Capacity Runner) -rotat. Ndma rottakannat on
kehitetty Michiganin yliopistossa synnynnéisen aerobisen kapasiteetin ja erilaisten terveystekijoiden
yhteyden tutkimiseen. Tassa tutkimuksessa kaytetyt kahdeksan HCR -rottaa ja kymmenen LCR -rottaa
olivat alkuperdisten rottien jalkeldisia 36. polvessa. Rotilta kerattiin nadytteet suolistosta ja
viskeraalisesta rasvakudoksesta. Suoliston mikrobiston koostumusta analysoitiin 16S rRNA geenin
tunnistukseen perustuvalla sekvensoinnilla (Illumina MiSeq). Data-analyysi suoritettiin Qiime - ja
Kraken -ohjelmilla. Viskeraalisesta rasvakudoksesta tutkittiin puolestaan seitseman geenin
ilmentymisen eroja qPCR-menetelmélla.

Qiime -analyysi luokitteli suoliston mikrobiston péajaksoihin, heimoihin ja sukuihin, ja Kraken -
analyysi liséksi lajeihin. Rottakantojen valilla tilastollisesti merkitsevasti eroavat padjaksot (1kpl),
heimot (3kpl) ja suvut (3kpl) olivat erilaisia Qiime - ja Kraken -analyysien perusteella. Lisdksi Kraken
-analyysi 16ysi kolme tilastollisesti merkitsevasti eroavaa lajia. Seitsemadstd geenistd neljan
ilmentymisessa oli tilastollisesti merkitsevasti eroa siten, ettd tulehdukseen liittyvat geenit IL1B ja
CD45 ilmentyivat enemméan HCR -rotilla ja tulehdukseen liittyvd geeni TLR5 ja rasva-
aineenvaihduntaan liittyv& geeni AdipoQ ilmentyivat enemman LCR -rotilla. Rottakantojen valill4
tilastollisesti merkitsevasti eroavien mikrobiryhmien ja tutkittujen geenien valilta 16ytyi yhteyksia.

Vaikka aikaisemmat tutkimukset ovat havainneet LCR -rotilla metabolisen oireyhtymédn merkkeja,
naitd ei havaittu tdssa tutkimuksessa, mikd saattaa johtua rottien nuoresta iastd. Useat tdssa
tutkimuksessa havaitut tilastollisesti merkitsevasti eroavat mikrobiryhmat on yhdistetty aiemmissa
tutkimuksissa lihavuuteen. Kaikkia nditd lihavuuteen yhdistettyjd mikrobiryhmi& havaittiin enemmén
LCR -rotilla. Tallaisia mikrobiryhmid olivat esimerkiksi Actinobacteria - péadjakso ja
Phascolarctobacterium -suku. Merkittavéa oli, ettd HCR -rotilla kahden tulehdukseen liittyvén geenin
ilmentyminen oli korkeampaa kuin LCR -rotilla. Geeneilld TLR5 ja AdipoQ, jotka ilmentyivét
enemman LCR -rotilla, havaittiin olevan positiivinen yhteys niihin mikrobiryhmiin, joita I0ytyi
tilastollisesti merkitsevésti enemman juuri LCR — rotilta. HCR -rotilla havainnot olivat samanlaisia eli
geenien IL1B ja CD45 ilmentymisen ja HCR - rotilta tilastollisesti merkitsevasti runsaammin
I6ytyneiden mikrobiryhmien valill4 havaittiin positiivista yhteytta.

Asiasanat: suoliston mikrobisto, aerobinen kapasiteetti, rasvakudos, rotta



ABSTRACT

Hongisto, T. 2016. Differences in gut microbiota composition of the LCR and the HCR rats and
association with the expression of genes in adipose tissue. Department of Health Science, University
of Jyviskyld, Master’s thesis in Sports and Exercise Medicine, 62 pages, 4 appendices.

The gut microbiota has significant effects on the health of the host organism, for example, on the
development of obesity. In turn, changes on the body fat content influence the composition of gut
microbiota. How innate or the acquired aerobic capacity affects the gut microbiota is scarcely studied.
The purpose of this study was to examine differences in gut microbiota composition and expression of
visceral adipose tissue genes between rats with different intrinsic aerobic capacity and the connection
of the gut microbiota composition to the expression of visceral adipose tissue genes.

This study used two rat strains, HCR (High Capacity Runner) and LCR (Low Capacity Runner) rats,
which have different innate aerobic capacity. These rat strains have been developed by the University
of Michigan to study the connection of innate aerobic capacity with different health factors. Eight
HCR and 10 LCR rats used in this study are the generation 36 of the original rats. The intestinal
contents and visceral adipose tissue samples were collected from the rats. The composition of the gut
microbiota was analyzed by sequencing (Illumina MiSeq) which is based on identification of 16S
rRNA gene. Data analysis was performed by Qiime and Kraken programs. From the visceral adipose
tissue samples, the expression differences of seven genes were studied using gPCR.

The Qiime program classifies the gut microbiota in phyla, class and genus, in addition to this the
Kraken program classifies also in species. Statistically significant phyla, classes and genera were
different between the Qiime and the Kraken programs. Three species differed significantly between
the rat strains. Four of the seven genes differed significantly between the rat strains so that two genes
associated with inflammation, IL1B and CD45, were expressed more in HCR rats and TLRS, also a
gene associated with inflammation and lipid-metabolism related AdipoQ gene, manifested more in
LCR rats. Correlations between all the statistically significant microbe groups and examined genes
were obtained.

Although previous studies have found that LCR rats have some signs of metabolic syndrome, those
were not observed in this study, probably due to young age of rats. A number of statistically
significantly different groups of microbes observed in this study have been linked to obesity in
previous studies. All of these obesity linked groups of microbes were found more in LCR rats. Such,
for example, were phylum Actinobacteria and genus Phascolarctobacterium. Furthermore, two genes
related to inflammation manifested more in HCR rats than in LCR rats. There was a positive
correlation between genes that manifested more in LCR rats, and microorganisms that were found
more in LCR rats. The findings in HCR rats were similar so that a positive correlation was found
between genes that manifested more in HCR rats, and microorganisms that were found more in HCR
rats.

Key words: gut microbiota, aerobic capacity, adipose tissue, rat
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1 JOHDANTO

“Bad digestion is the root of all evil”

— Hippocrates in 400 B.C.

Suoliston terveydellda on suuri merkitys yksilon koko terveyteen. Erityisesti suoliston
mikrobiston tasapainoisen koostumuksen on osoitettu olevan tarked tekijd monien sairauksien
kehittymisessa  (Nicholson ym. 2012). Epaétasapainoiseksi muuttuneella suoliston
mikrobistolla on yhteys niin metabolisten sairauksien (Cani & Delzenne 2009; Nicholson ym.
2012) kuin keskushermostoon liittyvien sairauksien ja tilojen syntymiseen, jalkimmaiseen
niin sanotun aivo-suolisto -akselin (eng. gut-brain axis) kautta (Carabotti ym. 2015). On jopa
esitetty, ettd suoliston koostumus voisi olla erdénlainen uusi biomarkkeri, jota tutkimalla

saataisiin tietoa yksilon terveydentilasta (Tremaroli & Béckhed 2012).

Suoliston mikrobisto on monimutkaisessa vuorovaikutuksessa perimén, elintapojen ja
ympéristotekijoiden kanssa (Nicholson ym. 2012). Esimerkiksi elimiston rasvakudoksen
maarén vaihtelu aiheuttaa muutoksia suoliston mikrobistossa (Ley ym. 2005; Ley ym. 2006),
mutta toisaalta myods suoliston mikrobiston koostumuksella on rooli elimistén rasvan
kerdantymisessa (Turnbaugh ym. 2006). Kaksi suurinta mikrobien pééjaksoa suolistossa ovat
Bakteroidetes ja Firmikuutit (Sekirov ym. 2010), joista vdhentynyt Bakteroidetes -padjakson
maard ja kasvanut Firmikuutti -p&éjakson mééra on yhdistetty lihavuuteen (Ley ym. 2005;
Ley ym. 2006). Poikkeaviakin tuloksia on ldydetty (Larsen ym. 2010; Schwiertz ym. 2010),
joten suoliston mikrobiston koostumuksen tutkimuksessa ollaan siirtyméssa yksittaisten
mikrobisukujen ja -lajien lihavuuteen liittyvan yhteyden analysointiin (Lambert ym. 2015;
Nguyen ym. 2015). Ravitsemuksellisten tekijoiden yhteyttd suoliston mikrobiston kuntoon on
tutkittu enemman. Toisaalta viime aikoina on kiinnostuttu myos fyysisen aktiivisuuden
mahdollisista  vaikutuksista suoliston mikrobiston koostumukseen, silla fyysisella
aktiivisuudella on osoitettu olevan hyodyllisid vaikutuksia lahes jokaiseen terveyden osa-
alueeseen (Cani & Delzenne 2009; Tremaroli & Backhed 2012; Kotzampassi ym. 2014).



Taman tutkielman tarkoituksena on selvittdd suoliston mikrobiston koostumuksen ja
viskeraalisen rasvakudoksen geenien ilmentymisen eroja synnynndiseltd aerobiselta
kapasiteetiltaan poikkeavilla rotilla seka suoliston mikrobiston ja viskeraalisen rasvakudoksen
geenien ilmentymisen yhteyttad toisiinsa. Tama tutkimus kuuluu osana Suomen Akatemian
rahoittamaa “Active, Fit and Smart (AFIS)” -tutkimusta, jossa ovat mukana Jyvaskylan
yliopiston Psykologian ja Liikuntabiologian laitos seka LIKES -tutkimuskeskus. Suuri kiitos

kuuluu Satu Pekkalalle (Jyvaskylan yliopisto) pro graduty®ni erinomaisesta ohjauksesta.

2 SUOLISTON MIKROBISTO

Kaikki eliot elavat symbioosissa mikro-organismien kanssa. Naihin mikro-organismeihin
lukeutuu niin arkkeja, bakteereita, viruksia kuin yksisoluisia aitotumaisia ja niita 16ytyy niin
iholta, wvirtsa- ja sukuelimistd, suolistosta, hengitysteista (Sekirov ym. 2010) Kkuin
ympérillamme olevasta mikrobipilvestd (Meadow ym. 2015). Tat4 mikro-organismien
kokonaisuutta iséntaeliossd  kutsutaan  yleisesti  mikrobistoksi, mikroflooraksi tai
normaaliflooraksi, mutta koska bakteereiden ja isantdelion suhdetta on tutkittu eniten,
tarkoitetaan mikrobistolla yleensd bakteereita (Sekirov ym. 2010). Aikuisen ihmisen
suolistossa elaa noin 10'* bakteerisolua yli 1000 erilaisesta lajiryhmasta ja geeneja talla
mikrobistolla on 100 kertaa enemman kuin geenej& ihmisen genomissa (Cani & Delzenne
2007; Hur & Lee 2015). Suoliston mikrobistossa eldd sekd anaerobisia, fakultatiivisia
anaerobisia ettd aerobisia bakteereita. Anaerobiset bakteerit suosivat hapettomia ja aerobiset
bakteerit hapellisia oloja, fakultatiiviset anaerobiset bakteerit puolestaan selviytyvat

molemmissa olosuhteissa (Sekirov ym. 2010).

Suurimman osan suoliston mikrobikannasta muodostavat kaksi péajaksoa, joita ovat
Bakteroidetes (~20-25 %) ja Firmikuutit (~60-65 %) (Sekirov ym. 2010; Hur & Lee 2015;
Rosenbaum ym. 2015), Proteobakteerien (~5-10 %) ja Aktinobakteerien (~3 %) ollessa
vahemmistona (Sekirov ym. 2010; Rosenbaum ym. 2015; taulukko 1.). Taulukossa 2. on
esitetty bakteerien taksonominen luokittelu kayttden esimerkkind Lactobacillus acidophilus
(L. acidophilus) -bakteeria. Suurin osa suoliston mikrobistosta eldd paksusuolessa (70 %),
mutta riippuen lajista niitd eldd muuallakin suolistossa, ja my6s suoliston eri

epiteelikerroksissa (Sekirov ym. 2010; kuva 1.). Suurimmista padjaksoista Bakteroidetes ja
2



Proteobakteerit kuuluvat gram-negatiivisiin mikrobeihin, kun taas Aktinobakteerit gram-

positiivisiin. Firmikuuteista suurin osa kuuluu puolestaan gram-positiivisiin mikrobeihin

(Vrieze ym. 2010).

TAULUKKO 1. Suurimmat mikrobien padjaksot ihmisen suolistossa sekd esimerkKi

mikrobisuku tai -laji (muokattu Rosenbaum ym. 2015).

Paajakso

% mikrobistosta

Suku tai laji

Firmikuutit

Bakteroidetes

Proteobakteerit

Aktinobakteerit

~60-65%

~20-25%

~5-10%

~3%

Clostridium
Eubacterium
Faecalibacterium
Lactobacilli
Roseburia

Ruminococcus

Alistipes

Bacteroides

Parabacteroides
Prophyromonas

Prevotella

E. coli

Bifidobacterium colinsella

Suolistossa elavalla mikrobistolla on useita tarkeitd tehtavia, jotka vaihtelevat mikrobilajista

riippuen. Edella mainittu toiminnallinen monimuotoisuus on kuitenkin pienempaa kuin

taksonominen monimuotoisuus (Rosenbaum ym. 2015). Suoliston mikrobisto puolustaa

elimistdd sinne tunkeutuneita patogeenejd vastaan,

3
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mikrovilluksen kehittymiseen ja useiden vitamiinien, kuten K- ja B-vitamiinien
imeytymiseen. Lisdksi se tuottaa pienimolekyylisia yhdisteitd kuten lyhytketjuisia
rasvahappoja (Short-chain fatty acids, SCFAS) ja sappihappoja seké& fermentoi sulamattomia
polysakkarideja, kuten tarkkelystd, oligosakkarideja ja inuliinia (Cani & Delzenne 2007;
Nicholson ym. 2012).

TAULUKKO 2. Esimerkki bakteerien taksonomisesta luokittelusta (NCBI taksonomy-

Encyclopedia of life, hakusana Lactobacillus acidophilus.).

Eliokunta Bakteerit

Pagjakso Firmikuutit

Luokka Bacilli

Lahko Lactobacillales

Heimo Lactobacillaceae

Suku Lactobacillus

Laji Lactobacillus acidophilus

2.1 Mikrobiston muotoutuminen

Ensimmaisen mikrobiston lapsi saa é&idiltddn synnytyksessd, joten didin mikrobiston
koostumus vaikuttaa siten paljon lapsen mikrobiston laatuun ja maéraan, mutta myos perinto-
ja ymparistotekijoilla on oma roolinsa (Nicholson ym. 2012; kuva 1.). On havaittu, etta
esimerkiksi synnytystapa (alatiesynnytys vai keisarileikkaus) ja ruokintamuoto (rinta- vai
pulloruokinta) vaikuttavat kehittyvan lapsen suoliston mikrobiston rakenteeseen.
Vastasyntyneelld on suolistossaan enemman Bakteroidetes -pd&jakson mikrobeja kuin
Firmikuutti -padjakson. Vastasyntyneelld mikrobiston koostumus on my6s enemmén
aerobisia bakteereita suosiva, mutta se muuttuu nopeasti muutaman ensimmaisen elinviikon
aikana anaerobisia  bakteereita  suosivaksi. Mikrobisto alkaa muokata lapsen
immuunisysteemid ja immuunisysteemi puolestaan vaikuttaa mikrobikannan rakenteeseen
(Sekirov ym. 2010).



Suoliston mikrobiston monimuotoisuus kasvaa idn myotd ja se on hyvin monimutkaisessa ja
dynaamisessa vuorovaikutuksessa muun muassa ruokavalion, elintapojen sekéd ladkkeiden
kayton, kuten antibioottien nauttimisen kanssa. Taman vuoksi jokaisella on hieman erilainen
mikrobikanta suolistossaan. Nama kaikki ymparisto- ja elintapatekijat voivat vaikuttaa myos
sithen, ettd suoliston mikrobisto muuttuu dysbioottiseksi eli epatasapainoiseksi (Nicholson
ym. 2012; kuva 1.). Useat katsaukset esittelevat tutkimuksia, jotka osoittavat, ettd
epasuotuisaksi muuttuneella suoliston mikrobistolla on yhteys moniin sairauksiin, kuten
autismiin  (Reddy & Saier 2015), Parkinsonin tautiin (Scheperjans ym. 2015),
tulehduksellisiin suolistosairauksiin (Hold ym. 2014), sydéan- ja verisuonisairauksiin (Tang &
Hazen 2014) sek& metabolisiin sairauksiin, kuten lihavuuteen ja insuliiniresistenssiin (Cani &
Delzenne 2009; Nicholson ym. 2012). Niin sanottu aivo-suoliston -akseli muodostaa
kaksisuuntaisen yhteyden suoliston ja aivojen vélilla. Tatd kautta aivot ja suolisto ovat
yhteydessd muun muassa neuraalisesti ja endokriinisesti. Suoliston mikrobiston tuottamat
yhdisteen kulkeutuvat tat4 kautta ja vaikuttavat siten esimerkiksi yll& mainittujen autismin ja

Parkinsonin taudin kehittymiseen ja jopa mielialaan (Carabotti ym. 2015).

Probiootit ja prebiootit ovat ravitsemukseen liittyvia keinoja vakauttaa suoliston mikrobistoa,
ja joidenkin elaintutkimusten mukaan ne ovat keino vahentaa useiden sairauksien riskid, kuten
lihavuuden kehittymista (Cani & Delzenne 2009). Yhdistyneiden kansakuntien elintarvike- ja
maatalousjarjeston (FAO) ja Maailman terveysjarjeston (WHO) maééritelmédn mukaan
probiootti tarkoittaa eldvdd mikrobia, joka nautittaessa riittdvind maarind tuottaa
terveyshyotyja kayttajalleen (FAO & WHO 2006). Tama tapahtuu vaikuttamalla muiden
mikrobien kasvuun, suoliston limakalvoon ja immuunitoimintaan. Muun muassa
eldintutkimuksissa on havaittu Bifidobacterium spp., Lactobacillus paracasei ja Lactobacillus
gasseri BNR17 -bakteereilla olevan terapeuttisia vaikutuksia lihavuuden hoidossa. Prebiootit
ovat puolestaan sulamattomia ravinnonosia, esimerkiksi inuliinia sekd frukto- ja
oligosakkarideja, joita isantdelidlle hyodylliset probiootit kéyttdvat ravinnokseen
(Kotzampassi ym. 2014).
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KUVA 1. Paikallinen ja ajallinen suoliston mikrobiston koostumuksen vaihtelu. A.

Mikrobiston sijoittuminen eri suoliston osiin, B. Mikrobiston sijoittuminen eri suoliston

kerroksiin ja C. Mikrobiston kehittyminen syntymastd kuolemaan (muokattu Sekirov ym.

2010). Duodenum= pohjukaissuoli, jejunum= tyhjasuoli, ileum= sykkyrasuoli, colon=

paksusuoli,

proksimaalinen=

ldhempédna keskustaa (vartaloa) sijaitseva,

distaalinen=

kauempana keskustaa (vartaloa) sijaitseva, epiteeli= pintakudos, lumen= suoliston sisatila.

2.2 Mikrobien analysointi

Perinteisin mikrobien analysointimenetelm& on ollut niiden kasvattaminen maljalla

laboratorio-olosuhteissa, Gram-varjaddminen ja biokemialliset testit. Edelld mainituilla tavoilla

voidaan tutkia mikrobien morfologisia ja biokemiallisia piirteitd sek& lajitella niit4

taksonomisesti. Kasvattaminen maljalla vaatii sen, ettd tutkittavaa mikrobia on ylipaataan

mahdollista kasvattaa keinotekoisesti (in vitro), mutta tdmé ei kaikkien mikrobien kohdalla

ole mahdollista. Lisdksi kasvattaminen on aikaa vievéa ja tyolasta (Sousa & Pereira 2013).

Kehittyneempid mikrobien analysointitapoja ovat erilaiset molekyylibiologiset menetelmat,

kuten immunologisiin ja nukleenihappoihin perustuvat tekniikat. Maljalla kasvatukseen ja
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mikroskooppitutkimuksiin verrattuna ndma menetelmédt ovat nopeampia ja tarkempia.
Immunologiset tekniikat voidaan jakaa serologisiin ja vasta-aineisiin perustuviin menetelmiin,
joiden avulla on mahdollista tunnistaa taudinaiheuttajamikrobeja. Nukleenihappoihin eli
DNA:han ja RNA:han, perustuvat tekniikat tulivat puolestaan mahdollisiksi
polymeraasiketjureaktiomenetelman (PCR) myd6ta. Mikrobien DNA:n tutkimiseen perustuviin
menetelmiin kuuluvat niin PCR -menetelm& kuin DNA -mikrosirut (microarray) ja RNA:n
tutkimiseen perustuviin menetelmiin puolestaan kaanteinen (reverse) transkriptaasi-PCR (RT-
PCR) (Sousa & Pereira 2013).

PCR -menetelm& koostuu kolmen vaiheen sykleistd, johon tarvitaan monistettavaa DNA:ta
(templaatti) ja DNA-polymeraasientsyymié kuten esimerkiksi Tag-polymeraasia, joka kest&a
hyvinkin korkeita lampdtiloja. Liséksi tarvitaan DNA-molekyylin neljaé erilaista nukleotidia
(A, T, C ja G) seka naista nukleotideista koostuvia, yksijuosteisia DNA-alukkeita (primer).
Ensimmaisessd vaiheessa, lampotilassa +95 celsiusastetta (°C) nayte denaturoituu, joka saa
aikaan sen, ettd kaksijuosteisen DNA:n vastinjuosteet irtoavat toisistaan. Toisessa vaiheessa,
lampdtilan laskiessa n. +55 °C -asteeseen alukkeet kiinnittyvat monistettavaan kohde-
DNA:han. Viimeisessa eli kolmannessa vaiheessa lampdtila nousee jalleen, +72 °C:een. Tama
saa aikaan sen, etti DNA -polymeraasi alkaa Kiinnittdd nukleotideja alukkeen peraan
templaatin mallin mukaan 5> 3" suuntaan. Reaktiossa syntetisoituu kopio molemmista
DNA-juosteista ja t4t4 reaktiota voidaan toistaa PCR:ll& periaatteessa loputtomasti
(Kirakosyan ym. 2011, 38-40). Real-Time PCR (ts. kvantitatiivinen RT-PCR, qPCR) eroaa
tavallisesta PCR:sté siing, ettd sen avulla voidaan seurata PCR:n edistymistd reaaliajassa.
Kéanteisessa transkriptaasi-PCR menetelméssd (RT-PCR) RNA kaannetdan cDNA:ksi, eli
yksijuosteiseksi komplementaariseksi DNA:ksi.  Téassé  reaktiossa DNA -
polymeraasientsyymin tilalla kaytetadn retroviruksista eristettyd k&anteiskopioija entsyymié
(reverse transkriptaasi) (Pandey ym. 2011, 188).

Viime vuosina sekvensointiteknologia on kehittynyt merkittvasti. Sekvensointiteknologialla
tarkoitetaan menetelmid, joihin kuuluu ndytteen valmistelu, sekvensointi, kuvantaminen ja
data-analyysi.  Uusin  sekvensointiteknologia, niin  sanottu  uuden  sukupolven
sekvensointiteknologia (eng. ”Next Generation Sequencing”, NGS) on mahdollistanut muun

muassa sen, ettd satoja lajeja voidaan tunnistaa yhdesta naytteestd ja koko mikrobin genomi
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voidaan sekvensoida. Esimerkkeja NGS -teknologiasta ovat Sanger, Roche ja Illumina
(esimerkiksi HiSeq ja MiSeq -menetelmat). Myds metagenomiikan tutkiminen on helpottunut.
Metagenomiikalla tarkoitetaan tietyn joukon, esimerkiksi koko ihmisen suoliston mikrobiston,
geenien tutkimista kerrallaan (Metzke 2010). Uusilla sekvensointimenetelmilla saadaan
valtava mé&érd dataa, joten sen analysoinnin helpottamiseksi on luotu ohjelmia, jotka
suorittavat tdmén tehtavan (Kuczynski ym. 2011). Téllaisia ovat esimerkiksi Qiime - ja
Kraken -analyysit, jotka on valmistettu juuri mikrobien DNA ja RNA sekvenssidatan
analysointiin ja tulkitsemiseen. Sana ”Qiime” tulee sanoista “Quantitative Insights Into
Microbial Ecology”. Ne luovat grafiikkaa ja tilastoja, jotka sisaltavéat tietoa muun muassa
taksonomiasta, fylogenetiikasta ja operatiivisista taksonomisista yksikoista (OTU,
operatiivinen taksonominen yksikko). (Kuczynski ym. 2011; Davis ym. 2013). Fylogeniassa
eli lajien kehityslinjan tutkimuksessa OTU on usein kaytetty toiminnallinen maaritelma lajille
tai ryhmalle lajeja, joista on saatavilla pelkdstddan DNA sekvenssidataa. OTU:ja kaytetadan
yleisesti mikrobien diversiteetin yksikkona (Blaxter ym. 2005).

2.3 Suoliston mikrobisto ja rasvakudos

Lihavuus on suuri maailmanlaajuinen kansanterveydellinen ongelma ja se lisdd merkittavasti
sairastavuutta ja kuolleisuutta seka vahentdéd eldmanlaatua. Siihen liittyy useita metabolisia
sairauksia kuten insuliiniresistenssi, tyypin 2 diabetes, rasvamaksa, ateroskleroosi, korkea
verenpaine ja terveydelle epdedulliset veren rasva-arvot. Lihavuus on useimmiten tulosta
lilallisen energiansaannin ja véhentyneen fyysisen aktiivisuuden yhteisvaikutuksesta. Geenit,
ymparistotekijat ja rasvakudoksen tulehdustila liittyvat myos lihavuuden kehittymiseen
(Kotzampassi ym. 2014). Viime aikoina on myds havaittu, ettd suolistossa eldvalla
mikrobistolla on térked rooli iséntéelion aineenvaihdunnassa ja rasvan keradntymisessa (Cani
& Delzenne 2007) ja siten lihavuuden ja metabolisen oireyhtyman kehittymisessé (Tremaroli
& Backhed 2012; Kotzampassi ym. 2014).

2.3.1 Suoliston mikrobiston ja rasvakudoksen valinen yhteys

Sek& ihmis- ettd jyrsijatutkimuksissa on saatu selville, ettd lihavien ja laihojen yksiléiden
suoliston koostumus eroaa toisistaan. Tutkittaessa geneettisesti lihavia ob/ob (obese mouse)
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hiirid ja vertailtaessa naiden mikrobiston koostumusta laihoihin hiiriyksildihin havaittiin, etta
lihavilla yksil6illa oli vahentynyt Bakteroidetes -pddjakson mikrobisto ja suurentunut
Firmikuutti -p&djakson mikrobisto (Ley ym. 2005). Lisédksi koko mikrobiston
monimuotoisuus oli alhaisempi lihavilla yksil6illda (Rosenbaum ym. 2015). Samanlaisia
muutoksia havaittiin vertailtaessa lihavien ja laihojen ihmisten suoliston mikrobistoa (Ley ym.
2006), mutta my0ds pdinvastaisia tuloksia on saatu ihmistutkimuksissa (Larsen ym. 2010;
Schwiertz ym. 2010). Suomalaisessa tutkimuksessa havaittiin, ett4 sellaiset lapset jotka olivat
ylipainoisia 7 -vuotiaana, oli enemmaén Firmikuutti -p&&jakson mikrobeja suolistossaan. Sama
tutkimusryhma havaitsi, ettd normaalipainoisilla lapsilla oli suurempi méaéarda suvun
Bifidobacterium spp. -mikrobeja ylipainoisiin lapsiin verrattuna (Kallioméki ym. 2008). Tama

suolistomikrobi on yhdistetty puolestaan moniin terveyshyotyihin (Kotzampassi ym. 2014).

Yksilon laihtuessa tai painon pudotessa Bakteroidetes -paajakson mikrobien maara alkaa sen
sijaan kasvaa. Tama osoittaa, ettd lihavuus ja laihduttaminen vaikuttavat mikrobiston
koostumukseen (Ley ym. 2005; Ley ym. 2006), mutta suunta voi olla myos toisin péin eli
suoliston mikrobiston koostumus vaikuttaa rasvan keréantymiseen. Tamé& on osoitettu
tutkimuksissa, joissa on siirretty mikrobistoa ihmisten ja eldinten kesken. Kun lihavien ob/ob
-hiirien mikrobistoa siirrettiin laihoille hiirille, joilta puuttui kokonaan suoliston mikrobikanta
(gnotobioottisia hiirid), kasvoi laihojen hiirien rasvamassa ja ne kerdsivat enemman energiaa
ravinnosta kuin hiiret, joille oli siirretty mikrobistoa laihoilta hiiriltd (Turnbaugh ym. 2006).
Samanlaisia tuloksia on saatu siirrettaessa leptiini-deficient -hiiriltd (Lep°?) mikrobistoa
gnotobioottisille hiirille seka siirrettdessd lihavan ihmiskaksosparin suoliston mikrobistoa
gnotobioottisille hiirille kuin siirrettdessé laihan ihmiskaksosparin suoliston mikrobistoa
(Ridaura ym. 2013).

2.3.2 Suoliston mikrobiston vaikutus rasvakudokseen

Suoliston mikrobiston koostumus on hyvin monimuotoinen, minkd vuoksi toiminnallisia
yhteyksia suoliston mikrobiston ja rasvan kerd&ntymisen valilla ei vield tunneta kovin hyvin.
Joitakin ehdotuksia mahdollisista yhteyksistd on kuitenkin esitetty (Vrieze ym. 2010; kuva
2.). Esimerkiksi suoliston mikrobiston on havaittu aiheuttavan lipoproteiini lipaasin (LPL)

inhibiittorin (eng. "fasting-induced adipose factor”, FIAF) ilmentymisen vahentymista
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suolistossa, mika lisad LPL:n aktiivisuutta. LPL lis&& puolestaan solujen rasvahappojen ottoa

ja triglyseridien kertymistd lihas- ja rasvakudokseen (Vrieze ym. 2010; Kotzampassi ym.

2014; kuva 2.).
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KUVA 2. Suoliston mikrobiston ja rasvan keradntymisen vélinen yhteys (Muokattu Vrieze
ym. 2010).

On myos ehdotettu, ettd suoliston mikrobiston fermentoidessa sulamattomia polysakkarideja,
kuten selluloosaa, ksylaaneja, resistenttia tarkkelysta ja inuliinia, se tuottaa samalla yhdisteit
esimerkiksi lyhytketjuisia rasvahappoja, butyraattia, asetaattia ja propionaattia (Rosenbaum
ym. 2015; Vrieze ym. 2010; kuva 2.). NA&ita rasvahappoja tuottavia mikrobeja loytyy seké
Bakteroidetes - ettd Firmikuutti -padjaksoista (Rosenbaum ym. 2015). Néiden lyhytketjuisten
rasvahappojen maaré ja laatu riippuvat kaytettyjen hiilihydraattien méérasta ja laadusta seka
suoliston mikrobiston koostumuksesta (Tremaroli & Béckhed 2012). Lihavuudessa suoliston
mikrobisto  koostuu mikrobeista, jotka kerd&vat enemman energiaa ravinnosta
fermentoidessaan sulamattomia polysakkarideja ja samalla tuottavat enemmaén lyhytketjuisia
2014). Nailla

aineenvaihdunnassa esimerkiksi vaikuttamalla suoraan suoliston toimintaan tai vaikuttamalla

rasvahappoja (Kotzampassi ym. rasvahapoilla on rooli isdnnén
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maksaan, aivoihin, rasva- tai lihaskudokseen (Tremaroli & Backhed 2012). Suolistossa ne
toimivat esimerkiksi energialdhteend ja sadtelevat osaltaan suoliston liikkuvuutta,
tulehdustilaa, hormoni- ja immuunitoimintaa, haavojen paranemista sekd laajentavat
verisuonia. (Tremaroli & Béackhed 2012; Kotzampassi ym. 2014). Butyraatin rooli suolistossa
on merkittdvin ja sen on esimerkiksi havaittu saatelevan suolistoa suojaavan musiinin
synteesid ja vahentavan bakteerien kulkeutumista suoliston epiteelin lapi, parantamalla
samalla suoliston kerrosten yhtendisyytta seka vahentavéan seerumin greliinin pitoisuutta, joka
on ruokahalua ja mahan tyhjenemistda edistdva peptidinormoni. Greliinin on osoitettu
vaikuttavan glukoosi- ja rasva-aineenvaihduntaan ja lisddvan kehon rasvan méérad (Queipo-

Ortun™o ym. 2013).

Suoliston mikrobiston ja lihavuuden yhdistavaksi tekijaksi on myos esitetty tulehdusta (kuva
2.), koska lihavuuteen ja tyypin 2 diabetekseen liittyy laaja-alainen rasvakudoksen
tulehdustila.  Suoliston mikrobiston gram-negatiiviset bakteerit tuottavat jatkuvasti
lipopolysakkarideja (LPS), jotka ovat tulehdusta aiheuttavia endotoksiineja (Vrieze ym. 2010;
Tremaroli & Backhed 2012; kuva 2). Kun hiirid pidettiin runsasrasvaisella ruokavaliolla,
niiden plasman LPS -pitoisuus, rasvamassa ja tulehdustaso kasvoivat seka insuliiniherkkyys
ja glukoosinsieto véhenivat. LPS:n tunnistavan reseptorin puuttuessa hiiriltd puuttuivat
metaboliset sairaudet, jotka saatiin aikaan runsasrasvaisella ruokavaliolla (Cani & Delzenne
2009). Suoliston mikrobiston tuottamat lipopolysakkaridit tarttuvat Toll-like reseptori 4: aan
(TLR4) ja laukaisevat proinflammatoristen sytokiini kaskadin, joka on krooniseen
systeemiseen tulehdustilaan johtava tekija (Tremaroli & Béackhed 2012; Kotzampassi ym.
2014). Lisaksi suoliston mikrobisto voi vaikuttaa isdnndn  aineenvaihduntaan
adenosiinimonofosfaatista riippuvaisen proteiinikinaasin (AMPK) kautta (kuva 2.). Tamé
entsyymi kontrolloi solujen energiatilaa ja stimuloi rasvahappojen beta-oksidaatiota. Suoliston
mikrobiston havaittiin vahentdvdn AMPK:n kautta tapahtuvaa rasvahappojen hapettumista

maksassa ja luurankolihaksessa (Vrieze ym. 2010; Kotzampassi ym. 2014).

2.4 Suoliston mikrobisto ja synnynndinen aerobinen kapasiteetti

Synnynnéisen aerobisen kapasiteetin yhteyttd suoliston mikrobistoon ei ole juuri tutkittu
aikaisemmin. Useampia tutkimuksia on tehty fyysisien aktiivisuuden ja suoliston mikrobiston
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yhteydestd, mutta tdmékin tutkimussuuntaus on vield varsin uusi. Cox-York ym. (2015)
tutkivat LCR- (low capacity runner) ja HCR (high capacity runner) -rotilla synnynnéisen
aerobisen kapasiteetin ja munasarojen poiston yhteyttd suoliston mikrobistoon. Jyrsijoiden
munasarjojen poisto toimii mallina ihmisten menopaussin tutkimuksissa. Menopaussi naisilla
ja munasarjan poisto rotilla on yhdistetty véhentyneeseen fyysiseen aktiivisuuteen ja
aerobiseen kuntoon sek& suurempaan rasvakudoksen madradn ja aineenvaihdunnallisten
sairauksien puhkeamiseen. Suoliston mikrobistolla on yhteys myds estrogeeni
aineenvaihduntaan, mik& saattaa yhdistaa yhtena tekijané suoliston mikrobiston metabolisiin
sairauksiin (Cox-York ym. 2015). Cox-York ym. (2015) havaitsivat munasarjojen poiston
jalkeen, ettd HCR -rottien rasvakudoksen maarédn kasvu ja triglyseridien kerd&ntyminen
maksaan oli huomattavasti alhaisempaa kuin LCR -rotilla, johtuen ilmeisesti paremman
synnynndisen aerobisen kapasiteetin suojaavasta vaikutuksesta. Mikrobiston diversiteetti ja
Bakteroidetes -padjakson maara kasvoi sekd Firmikuutti -p&ajakson méaré véaheni LCR -
rotilla munasarjojen poiston jalkeen, mutta t4t4 ei havaittu HCR -rotilla. Lisaksi ennen
munasarjojen poistoa plasman lyhytketjuisten rasvahappojen pitoisuudet olivat suurempia
HCR -rotilla LCR -rottiin verrattuna. Munasarjojen poiston jalkeen pitoisuudet laskivat
molemmilla rottaryhmilld. Tulokset antavat viitteité siitd, ettd synnynnéisesti hyvé aerobinen
kapasiteetti suojelee menopaussin aiheuttamilta aineenvaihdunnallisten sairauksien riskeilta
(Cox-York ym. 2015).

Samankaltaisia tuloksia on saatu Liun ym. (2015) tutkimuksessa fyysisen aktiivisuuden
yhteydesta suoliston mikrobistoon LCR- ja HCR -rotilla, joiden munasarjat on poistettu.
Tutkimuksessa rotat jaettiin neljadn ryhmaan aerobisen kapasiteetin (HCR/LCR) ja
litkunnallisen aktiivisuuden (liikuntaa/ei liikuntaa) mukaan. Tulosten mukaan Firmikuutti -
padjakson maard vaheni LCR -rottien liikuntaryhmdssd, mutta kasvoi HCR -rottien
liikuntaryhmassé. Tuloksissa oli myds merkittavaa se, ettd LCR -rottien suoliston mikrobiston
monimuotoisuus oli suurempi kuin HCR -rottien (Liu ym. 2015). Petriz ym. (2014) ja
Lambert ym. (2015) ovat saaneet hieman toisenlaisia tuloksia fyysisen aktiivisuuden ja
suoliston mikrobiston yhteydestd. Petriz ym. (2014) tutkivat liikunnan vaikutusta
ylipainoisten, normaalipainoisten ja spontaanisti korkeaverenpaineisten rottien suoliston
mikrobiston monimuotoisuuteen havaitsivat, ettd kaikkien kolmen ryhman suoliston
mikrobiston monimuotoisuus rikastui liikuntaintervention aikana, eniten kuitenkin
ylipainoisilla ja korkeaverenpaineisilla rotilla. Bakteroidetes- padjakson bakteerien mééra
12



vaheni ja Firmikuutti -p&ajakson bakteerien mééara kasvoi litkuntainterventiossa. Lambert ym.
(2015) tekemén tutkimuksen tulokset diabetesta sairastavilla ja terveilld hiirilla olivat
samanlaisia. Liikuntainterventio jalkeen Firmikuuttien maard kasvoi ja Bakteroidetes -
padjakson bakteerien maara vaheni sekd diabeteshiirilla ettd tavallisilla hiirilla
litkkumattomiin hiiriin verrattuna (Lambert ym. 2015). Poikkeavat tulokset Bakteroidetes:
Firmikuutti -padjaksojen suhteessa saattavat johtua isdntdlajista, ympadristotekijoistd ja

geneettisista tekijoista seka liikunnantyypista (Liu ym. 2015).

Siitd miten liikunta vaikuttaa suoliston mikrobiston koostumukseen, ei ole vield varmaa
tutkittua tietoa. Liikunta saattaa aiheuttaa muutoksia suoliston ravinteidenkuljetusajassa, mika
vaikuttaa ravinteiden sulatukseen ja absorptioon. Tall6in mikrobiston substraattien saatavuus
ja kaytettdvyys muuttuu ja mikrobistossa tapahtuu muutoksia (Liu ym. 2015). Lisaksi liikunta
saattaa vaikuttaa suoliston immuunitoimintaan ja endogeenisten aineiden, kuten musiinin,
maarddn. Nama tekijat saattavat aiheuttaa muutoksia suoliston mikrobistossa ja
lyhytketjuisten rasvahappojen tuotannossa (Matsumoto ym 2008). Liséksi liikunta saattaa
lisdtad rasvahappojen hapettumista ja kayttoa sekd vahentdd tulehdusta mikrobiston kautta
(Lambert ym. 2015).

3 AEROBINEN KAPASITEETTI

Aerobisella kapasiteetilla tarkoitetaan sydan-, verenkierto- ja hengityselimiston suorituskykya
sekd hermolihasjarjestelmén toiminnan tasoa. Kudostasolla lihasten lihassolutyypilld ja
lihasten aerobisella aineenvaihdunnalla, kuten mitokondrioiden mé&é&ralld ja koolla sek&
aerobisen aineenvaihdunnan entsyymituotannolla, on suuri merkitys aerobisen kapasiteetin
kehittymiseen (McArdle ym. 2015, 236-237). Maksimaalisella aerobisella kapasiteetilld
tarkoitetaan elimiston kykya kayttdd maksimaalinen méaard happea suorituksen aikana
(maksimaalinen hapenottokyky VO.max). Maksimaalisella hapenottokyvyn testilld voidaan
selvittdd maksimaalisen aerobisen kapasiteetin tasoa. Testin tulos ilmoitetaan yleensé
absoluuttisena tilavuutena minuutissa (I/min) tai suhteutettuna kehon painoon (ml/min/kg)
(McArdle ym. 2015, 236-238). Hyvéa aerobinen kapasiteetti laskee riskid sydéan- ja
verenkiertoelimiston sairauksiin, korkeaan verenpaineeseen, diabetekseen ja muihin
sairauksiin (Koch & Britton 2005; Rankinen & Bouchard 2005, 45).
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3.1 Aerobisen kapasiteetin periytyminen

Monet fyysiseen suorituskykyyn liittyvat ominaisuudet ovat osin perintdtekijoéiden maaraamia
(McArdle ym. 2015, 240.). Té&llainen ominaisuus on myo6s aerobinen kapasiteetti, joka
voidaan jakaa synnynndiseen aerobisen kapasiteetin tasoon ja adaptoituvaan, harjoittelulla
aikaansaatuun, aerobisen kapasiteetin tasoon. Synnynndisen aerobisen kapasiteetin taso on
ainoastaan perintotekijoiden sdateleméd, mutta adaptoituvan aerobisen kapasiteetin tasoon
vaikuttavat sek& geeniperimé ettd harjoittelu (Koch & Britton 2001). Nain ollen jokaisen
yksilon kunto paranee aerobisella harjoittelulla ja jokainen yksilo saa terveyshyotyja
aerobisesta harjoittelusta, mutta perintdtekijoiden vuoksi harjoitusvasteissa on nahtavissa

paljon vaihtelua yksiloiden valilla (McArdle ym. 2015, 240.).

Perinndllisyys selittdd VOomax:Sta noin 20-30% ja maksimisykkeestd noin 50 %. Muita
maksimaalisen aerobisen kapasiteetin tasoon vaikuttavia tekijoitd ovat liikunnan tyyppi,
harjoittelutaso, sukupuoli, henkilon koko ja ruumiinrakenne sek& ikd (McArdle ym. 2015,
238-240).

3.2 Aerobisen kapasiteetin ja harjoittelun vaikutukset rasvakudokseen

Fyysinen aktiivisuus ja hyva aerobinen kunto védhentavét kuolleisuutta ja riskid sydan- ja
verisuoni- sekd aineenvaihduntasairauksiin. Yhteys nayttaa selittyvén kehon koostumuksen ja
edella mainittujen sairauksien riskitekijoiden, kuten veren rasva-arvojen suotuisilla
muutoksilla aktiivisilla ja hyvakuntoisilla vdhemman liikkuviin ja huonokuntoisimpiin

verrattuna (Leskinen ym. 2010).

Aerobinen harjoittelu tuottaa sek& akuutteja ettd kroonisia vaikutuksia rasvakudokseen.
Harjoittelu vaikuttaa adipokiinien eli rasvakudoksen hormonien pitoisuuteen riippuen
harjoittelun intensiteetistd ja kestosta seka mittaustavasta. Adipokiineilla, kuten leptiinilla,
tuumorinekroositekija alfalla (TNF-a), adiponektiinilld ja interleukiini-6:1la (IL-6), on sek&

paikallisia ettd systeemisid tehtdvia elimistossé. Paikallisesti ne saatelevat rasvasolujen

14



lipolyysia ja erilaistumista sek& triasyyliglyserolien synteesia (Stanford ym. 2015).
Lipolyysissa triglyseridit eli varastorasvat hajoavat vapaiksi rasvahapoiksi ja glyseroliksi,
minka jalkeen rasvahapot kulkeutuvat energianlahteeksi esimerkiksi luurankolihakseen
(Thompson ym. 2012). Systeemisesti adipokiinit vaikuttavat aivojen ruokahalun ja
energiatason séatelyyn muun muassa immuunitoiminnan ja insuliiniherkkyyden kautta (Carey
2005, 303). Esimerkiksi lisddntyneelld adiponektiini pitoisuudella on insuliiniherkkyytta
parantava vaikutus (Stanford ym. 2015).

Pitkéaikainen aerobinen harjoittelu lisdd energiankulutusta ja energiansaannin pysyessa
pitkd&an matalampana kuin energiankulutus rasvamassan madra alkaa vahentyd. Liséksi
aerobinen harjoittelu, kenties rasvamassan vahentymisen ansiosta, lievittdd rasvakudoksen
tulehdustilaa, lisad sen herkkyyttd Kiertdville hormoneille sekd vaikuttaa adipokiinien
ilmentymiseen ja erittymiseen (Thompson ym. 2012). Leptiinipitoisuus korreloi rasvan
maarén kanssa, joten rasvan maaran vahentyessad myos leptiinipitoisuus vahenee (Carey 2005,
303). Lisaksi aerobinen harjoittelu lisdd mitokondrioiden biogeneesiin liittyvien geenien
ilmentymistd, ja rasvakudoksen mitokondrioiden aktiivisuutta (Stanford ym. 2015). Fyysiselta
aktiivisuudeltaan eroavilla kaksosilla havaitaan myo6s rasvakudoksen, tiettyjen rasva-
aineenvaihduntaan ja aminohappoaineenvaihduntaan liittyvien, geenien ilmentymisessa eroja
(Leskinen ym. 2010; Campbell ym. 2013).

4 ROTTAMALLI TUTKIMUKSESSA

Monien sairauksien perinndllisyyttd on haastavaa tutkia, silla niiden syntyyn vaikuttavat seka
geneettiset ettd ymparistotekijat (Koch & Britton 2001). Tutkimustyohon kasvatetun koe-
elainrotan (Rattus norvegicus) avulla voidaan tutkia monitekijdisten ominaisuuksien syntya
luomalla keinotekoisesti risteytettyjd rottakantoja, jotka ilmentévét haluttua fenotyyppié,
esimerkiksi tiettyd sairautta. Tallaisilla rottamalleilla on tutkittu muun muassa erilaisia
sairauksia, kuten korkeaa verenpainetta, diabetesta ja syopia (James & Lindpaintner 1997).
Liséksi kasvattamalla ~ koe-eldimid  laboratorio-olosuhteissa ~ voidaan  sdadella
ymparistoolosuhteita (Koch & Britton 2001).
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Yleisesti aerobisen kapasiteetin tai liikuntaharjoittelun ja terveystekijoiden yhteyksid on
tutkittu HCR- ja LCR -rottakantojen vastakkainasettelulla. N&itd tutkimuksia on toteutettu
periman ja terveystekijoiden tarkasteluun sekd periman, liikunnallisen harjoittelun ja
terveystekijoiden tarkasteluun. Seuraavassa kappaleessa esitelladn ainoastaan tassé pro gradu

ty0ssa kaytettyjen rottakantojen valintaprosessi.

4.1 LCR ja HCR - rottakantojen valintaprosessi

Koch & Britton (2001) kehittivat rottamallin, jossa keinotekoisesti valikoimalla rottia matalan
ja korkean aerobisen kapasiteetin avulla kahteen kantaan saataisiin esiin synnynnéisen
aerobisen kapasiteetin vaikutuksia terveyteen ja sairastumisriskiin. Vuonna 1996 he aloittivat
laajan valikoimisprosessin geneettisesti heterogeenisilla N:NIH (National Institutes of Health)
rotilla kéyttden maksimaalista juoksumattotestid. Kaikki rotat perustajapopulaatiosta (naaraita
96, uroksia 96) edustivat eri sukuja, jotta geneettinen vaihtelevuus olisi mahdollisimman
laaja. Rotat suorittivat viisi maksimaalista aerobisen kapasiteetin testid juoksumatolla viitena
eri paivana. Jokainen juoksumattotesti aloitettiin nopeudella 10 metrid minuutissa ja nopeutta
lisattiin aina metri minuutissa joka kahden minuutin vélein. Kaltevuus koko testin ajan oli

15°. Aerobisen kapasiteetin mittana kéytettiin juostua matkaa metreissd uupumukseen asti.

Tulokseksi valittiin paras juoksumatka viidesta testistd. Talla pyrittiin - minimoimaan
ympadristotekijoiden vaikutus. Perustajapopulaation jasenten keskimé&érdinen tulos oli 355 +
11 metrid, naaraiden suoritusten (380 + 15 m) ollessa parempia kuin urosten (327 + 16 m)
(Koch & Britton 2001).

Perustajapopulaatiosta valikoitiin tdman maksimaalisen juoksumattotestin avulla molemmista
sukupuolista aerobiselta kapasiteetiltaan 13 huonointa (LCR, low capacity runner) ja 13
parasta (HCR, high capacity runner) yksiloa. Sekd LCR -rottien ettd HCR -rottien annettiin
pariutua satunnaisesti kesken&an tuottamaan ensimmaéisen sukupolven LCR- ja HCR -
rottakannat.  Seuraavalle  sukupolvelle  suoritettiin ~ samanlainen  maksimaalinen
juoksupyoratesti, jonka perusteella valittiin yksi koiras ja yksi naaras jokaisesta 13 perheesté
jatkamaan LCR- tai HCR -rottakantoja. Seuraavissa rottakannoissa LCR -rottia risteytettiin
keskendén ja HCR -rottia keskendan (Koch & Britton 2005).
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4.2 LCR - ja HCR - rottakantojen erot

Koch & Britton (2005) testasivat eroja sydan- ja verisuonielimiston toiminnassa,
hiilihydraattiaineenvaihdunnassa ja mitokondrioiden proteiineissa seka sairauksien
riskitekijoissd kantojen vélilld. Kuuden sukupolven jalkeen LCR- ja HCR -rotat erosivat
aerobiselta kapasiteetiltaan 171 %. LCR -rottien suoritus oli t&lldin 310 + 8m ja HCR -rottien
839 + 21m (Koch & Britton 2001) Yhdentoista sukupolven jalkeen LCR- ja HCR -rotat
erosivat aerobiselta kapasiteetiltaan jo 347 %. Taman sukupolven LCR -rottien uupumukseen
asti juostu matka oli 191 £ 70m ja VOzmax -arvo 43 £ 2 ml/min/kg kun taas HCR -rottien
uupumukseen asti juostu matka oli 853 + 315m ja VO;max -arvo 68 = 3 ml/min/kg. LCR -
rottien verenpaine oli korkeampi kuin HCR -rottien lisaten syddn- ja verisuonisairauksien
riskid (Koch & Britton 2005).

Rottien kehonpainot korreloivat maksimaalisen juoksumattotestin tulosten kanssa, silld LCR -
rottien kehopaino kasvoi ja HCR -rottien vaheni jokaisen sukupolven ajan (Koch & Britton
2001). Yhdennentoista sukupolven LCR -urosrotat painoivat 39 % enemmé&n kuin HCR -
urosrotat, LCR -naarasrotat puolestaan painoivat 24 % enemman kuin HCR -naarasrotat. LCR
-rotilla havaittiin myds kohonneet veren glukoosi- ja insuliinipitoisuudet verrattuna HCR -
rottiin, osoittaen ettd LCR -rotat olivat insuliiniresistentimpid kuin HCR- rotat. Testattaessa
kuuden mitokondrioiden biogeneesin ja toiminnan kannalta tarke&n proteiinin pitoisuuksia
havaittiin, ettd ne olivat selvésti alhaisemmat LCR -rotilla HCR -rottiin verrattuna (Koch &
Britton 2005).

5 TUTKIMUSKYSYMYKSET JA -HYPOTEESIT

Tassa pro gradu -tutkimuksessa selvitettiin suoliston mikrobiston koostumuksen ja
viskeraalisen rasvakudoksen tulehdukseen ja rasva-aineenvaihduntaan liittyvien geenien
ilmentymisen eroja synnynnéiseltd aerobiselta kapasiteetilta poikkeavilla rotilla. Lis&ksi
tarkoituksena oli selvittdd suoliston mikrobiston koostumuksen yhteyttd viskeraalisen
rasvakudoksen  geenien ilmentymiseen. Tamén pohjalta  muodostettiin  kolme

tutkimuskysymysta

17



1. Onko suoliston mikrobiston koostumuksessa eroja synnynndiseltd aerobiselta
kapasiteetiltaan poikkeavilla rotilla?

Tutkimushypoteesi: Synnynnéiseltd aerobiselta kapasiteetiltaan poikkeavien rottien

suoliston mikrobistossa on eroja.

Yksi aikaisempi tutkimus synnynndisen aerobisen kapasiteetin yhteydestd suoliston
mikrobistoon on havainnut eroja LCR - ja HCR -rottien valilla (Cox-York ym. 2015).
Hieman useammat tutkimukset ovat puolestaan havainneet, ettd liikuntaharjoittelulla
on yhteys suoliston mikrobiston koostumukseen rotilla (Peritz ym. 2014; Lambert ym.
2015; Liu ym. 2015). Synnynnéisen aerobisen kapasiteetin yhteyttd suoliston
mikrobiston koostumukseen ei ole siis juuri tutkittu, mutta edellisten tutkimusten
perusteella suoliston mikrobistossa saattaisi olla eroja synnynndiseltd aerobiselta
kapasiteetiltaan eroavilla rotilla. Lisaksi rottatutkimuksin on havaittu, ettd
synnynnéiselld aerobisella kapasiteetilla olisi huomattava merkitys terveydelle ja
sairauksien kehittymiselle (Koch & Britton 2005). Suoliston mikrobisto vaikuttaa
mya0s terveyteen ja sairastumisriskiin (Cani & Delzenne 2009; Nicholson ym. 2012),
joten ndiden kahden tekijan valilta voisi 16ytya yhteytta.

HO: Synnynndiseltd aerobiselta kapasiteetiltaan poikkeavilla rotilla ei ole eroja
suoliston mikrobiston koostumuksessa.

H1: Synnynnéiseltd aerobiselta kapasiteetiltaan poikkeavilla rotilla on eroja suoliston

mikrobiston koostumuksessa.

2. Onko synnynnaiselté aerobiselta kapasiteetilta poikkeavien rottien viskeraalisen

rasvakudoksen geenien ilmentymisessa eroja?

Tutkimushypoteesi: Synnynndiselti aerobiselta kapasiteetiltaan poikkeavien rottien

viskeraalisen rasvakudoksen geenien ilmentymisessé on eroja.

Aerobisella harjoittelulla on monia vaikutuksia rasvakudokseen (Carey 2005, 303;
Thompson ym. 2012; Stanford ym. 2015) ja monet néista vaikutuksista voivat selittya
muuttuneella geenien ilmentymiselld (Leskinen ym. 2010; Campbell ym. 2013).
Liséksi LCR -rotat ovat olleet lihavampia kuin HCR -rotat (Koch & Britton 2001) ja
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lihavuudessa tiettyjen geenien ilmentyminen on muuttunut (Nadler ym. 2000;
Baranova ym. 2005).

HO: Synnynndiseltd aerobiselta kapasiteetiltaan poikkeavien rottien viskeraalisen
rasvakudoksen geenien ilmentymisessé ei ole eroja.

H1: Synnynnéiseltd aerobiselta kapasiteetiltaan poikkeavien rottien viskeraalisen

rasvakudoksen geenien ilmentymisessa on eroja.

3. Onko viskeraalisen rasvakudoksen geenien ilmentymistasojen ja suoliston
mikrobiston vélilla yhteys synnynnaiseltd aerobiselta kapasiteetilta poikkeavilla

rotilla?

HO: Geenien ilmentymistasoilla ja suoliston mikrobiston valilla ei ole yhteytta.

H1: Geenien ilmentymistasoilla ja suoliston mikrobiston valilla on yhteys.

6 TUTKIMUSMENETELMAT

6.1 Koe-elaimet ja naytteiden keruu

Tassa tutkimuksessa kéytetyt urospuoliset rotat olivat noin 8 viikon ikéisid (HCR 8,0 viikkoa,
LCR 7,8vko) geneettisesti heterogeenisten N:NIH -rottien jalkeldisia 36. sukupolvessa
(elainkoeluvan numero ESAVI/7647/04.10.07/2014). Ne koostuivat kahdesta aerobiselta
kapasiteetiltaan eroavasta rottalinjasta, LCR - (low capacity runner) ja HCR - (high capacity
runner) -rotista. Naiden rottien aerobista kapasiteettia ei ollut testattu, mutta rottien
vanhempien (sukupolvi 35) aerobinen kapasiteetti oli testattu ja niiden aerobinen kapasiteetti
erosi selvasti kantojen vélilla: 35. sukupolvessa naaras HCR -rottien paras juostu matka oli
keskimaarin 2410 metrid ja uros HCR -rottien 1974m, kun taas naaras LCR -rottien paras
juostu matka oli 213 metrié ja uros LCR -rottien 191m. Rotat tuotiin Suomeen Michiganin
yliopiston l&&ketieteellisen tiedekunnan laboratoriosta. Rottia sdilytettiin pareittain hékeissé
Jyvaskylan yliopiston koe-eldintiloissa, jossa valo-pimedrytmi oli 12:12 tuntia, ilman kosteus
rottien tiloissa noin 75 % ja lampdotila 20 celsiusastetta (°C). Rotilla oli hakeissdén vettd ja

ruokaa.
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Alun perin koko AFIS -tutkimuksessa oli mukana yhteensa 42 rottaa. Tahan tutkimukseen
valikoitui  satunnaisesti 21 rottaa. Muutamalla rottayksilollda havaittiin  kuitenkin
hairiokayttaytymistd, joten ne poistettiin tutkimuksesta. Joidenkin yksildiden kohdalta puuttui
my06s mittauksia, joten lopullinen rottayksiloméaara oli 18, johon kuului kahdeksan HCR- ja
10 LCR- rottaa. HCR -rotat olivat vieroituspainoltaan keskimé&érin 70 grammaa (61,8—77,99)
ja LCR -rotat 679 (64,4—68,79). Jokaiselle rotalle luotiin tunnistusta varten ID -koodi.

Rottien lopetus seka naytteiden otto suoritettiin huhtikuussa 2015. Paksusuolesta keréttiin
ulostendytteet, jotka sailottiin  -70 °C:een. Naytteet l&hetettiin  Turun yliopiston
Ladketieteellisen mikrobiologian ja immunologian osastolle suoliston mikrobiston
sekvenssianalyysiin. Lisaksi rotilta kerattiin viskeraalista rasvakudosta sek& suoritettiin
sydamesta glukoosimittaus ja verindytteen otto. Verindytteestd mitattiin seuraavien veren
rasva-arvojen pitoisuuksia: kolesteroli, glyseroli, HDL ja LDL seka vapaat rasvahapot (FFA)

ja triglyseridit.

6.2. Suoliston mikrobiston koostumuksen analysointi

Ulostusnéytteet  kasiteltiin -~ Turun  yliopiston  Lé&&ketieteellisen  mikrobiologian ja
immunologian osastolla. Naytteet punnittiin -helmiputkiin (MOBIO) ja homogenisoitiin
PowerLyzerTM 24 Bench Top Bead-Based -homogenisaattorilla (MOBIO). Tamén jalkeen
naytteista eristettiin bakteeriston DNA kayttden GXT stool extraction kittid ja Geno Xtract-
automaattilaitetta (Hain Lifescience, Nehren Germany). DNA-pitoisuus mitattiin
fluorimetrisesti Qubit 2.0 dsSDNA HS assay Kit -laitteella (Life Technologies) ja sailottiin -80
°C: een (Toivonen ym. 2014).

Illumina MiSeq sekvensointia varten kirjastot valmistettiin PCR:lla k&yttden dual-indeksoituja
alukkeita, jotka sisaltdvat adapterialueen ja erityiset indeksit. Bakteerien 16S rRNA geenin
V4-V5 alueita monistettiin KAPA HiFi reagenssia (KAPA Biosystems) (Rintala, A. ym.

julkaisematon). Kaytetyt alukesekvenssit on esitetty taulukossa 3.
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TAULUKKO 3. Kirjastojen valmistuksessa kaytetyt alukesekvenssit (Rintala, A. ym.
julkaisematon).

Forward Reverse

S’AATGATACGGCGACCACCGGATCTAC 5°-

ISTATGGTAATTGTGTGCCAGCMGCCGC CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATI7

GGTAA-3° AGTCAGTCAGGCCCCGTCAATTCMTT
TRAGT-3’

i5 ja i7= kahdeksan nukleotidin indeksi sekvenssejd, joilla tunnistetaan sekvenssit alkuperéisestd DNA

naytteesta

PCR-tuotteet puhdistettiin Agencourt AMPure XP Magnetic beads -menetelmalld (Beckman
Coulter, Inc.) kayttden DynaMag™-96 magnenic plate -laitetta (Life Technologies). PCR-
tuotteen pituus ja DNA:n yhtendisyys tarkistettiin TapeStation -laitteella (Agilent
Technologies Inc.) ja puhtaasta tuotteesta mitattiin DNA-pitoisuus Qubit 2.0 fluorometrilla

(Life Technologies) (Rintala, A. ym. julkaisematon).

Taman jalkeen ndytteet sekvensoitiin valmistajan ohjeiden (lllumina MiSeq) mukaisesti.
Saadun raakadatan laatu tarkistettiin FastQC -ohjelmalla (v.0.10.1), jonka jalkeen suoritettiin
data-analyysi Qiime -ohjelmalla (v.1.9.1) Turun yliopiston Biotekniikan keskuksessa
bioinformaatikon toimesta (Rintala, A. ym. julkaisematon). Lisaksi Turun yliopiston
Biotekniikan keskuksessa suoritettiin data-analyysi Kraken -ohjelmalla bioinformaatikon

toimesta.

6.3 Viskeraalisen rasvakudoksen geenien ilmentymisen analysointi

Gradun tekijd suoritti viskeraalisen rasvakudoksen geenien ilmentymisen erojen
analysoimisen Jyvéskyldssa terveystieteiden laboratoriossa. HCR- ja LCR- rottakantojen
valilld tarkasteltiin viskeraalisen rasvakudoksen geenien ilmentymisen eroja seitseman
tulehdukseen ja rasva-aineenvaihduntaan liittyvén geenin kohdalla. Naistd geeneistd TLR4,

TLR5, IL1B ja CD45 olivat tulehdukseen liittyvia geeneja ja SCD1, FASN ja AdipoQ rasva-
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aineenvaihduntaan liittyvid geenejd. N&ma geenit oli valittu, koska niiden ja suoliston
mikrobiston valilla oli havaittu yhteys (Cani ym. 2009; Shaw ym. 2012; Tremaroli &
Béackhed 2012; Kotzampassi ym. 2014; Pekkala ym. 2015; Taira ym. 2015). Lisaksi mukana
oli housekeeping geeni ACTB (beta-aktiini), johon muiden geenien arvot normalisoitiin.
ACTB on yleisesti kéytetty housekeeping geeni, joka ilmentyy solussa aina, solun sisaisista
olosuhteiden muutoksista huolimatta (De Jonge ym. 2007).

6.3.1 RNA:n eristdminen, cDNA synteesi ja kvantitatiivinen Real-Time PCR

Totaali-RNA:n eristys ndytteesta tehtiin kayttden TRIzol®- reagenssi menetelméaa (Invitrogen,
Carslbad, CA, USA). Ensin 100 milligrammaa (mg) pulverisoitua kudosta homogenisoitiin
yhdessa millilitrassa (ml) TRI -reagenssia kayttden Qiagen Tissuelyser -laitetta 2 minuuttia,
20 hertsissa (Hz). Néayteputkiin lisattiin 200 mikrolitraa (ul) kloroformia per yksi millilitra
TRI®-reagenssia, jonka jalkeen naytteitd ravisteltiin kdsin 15 sekunnin ajan ja annettiin
inkuboitua huoneen lammaossd 2-3 minuuttia. Naytteet sentrifugoitiin Kkiihtyvyydelld 12,000
(12,000 x g) 15 minuutin ajan 4 °C:n lampdtilassa. Tdman jalkeen erottuva nestefaasi voitiin
poistaa néyteputkesta pipetoimalla. Seuraavaksi nestefaasiin lisattiin 500 pl 100 %
isopropanolia ja annettiin inkuboitua 10 minuuttia huoneen lamma@ssa. Taman jalkeen ndytteet
sentrifugoitiin 12,000 x g 10 minuutin ajan 4 °C:ssa. Ylaliuos (supernatantti) poistettiin
nayteputkesta ja jaljelle jadva RNA pelletti pestiin 1 ml:ssa 75 % etanolia ja vorteksoitiin
Iyhyesti. Naytteet sentrifugoitiin 7500 x g 5 minuuttia 4 °C:ssa ja etanoli poistettiin. RNA
pellettia kuivattiin 5-10 minuuttia, jonka jalkeen se suspensoitiin 30 ul:aan RNaasi -vapaata
vettd ja ravistettiin voimakkaasti. RNA -pitoisuus maédritettiin  spektrofotometrilla
absorbanssissa (optical density, OD) 260 nanometria (nm). RNA:n ollessa puhdas
OD260/OD2gp -suhde oli vélilla 1.8-2.0.

Kéaanteistd cDNA synteesid varten totaali-RNA:lle (1 pl) suoritettiin k&anteistranskriptio
kayttden High-capacity cDNA synthesis kittid (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
cDNA synteesin liuos ja gPCR:n reaktioliuos on esitetty taulukossa 4. cDNA synteesiin
kaytettiin automatisoitua Eppendorf -lampdsyklilaitetta seuraavissa oloissa: 10 min +25
°C:ssa, 120 min +37 °C:ssa, 5 min +85 °C:ssa, « +4 °C:ssa. Lopuksi cDNA varastoitiin -20

°C:een mybhempaa kayttoa varten.
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TAULUKKO 4. Vasemmalla liuos cDNA synteesiin. Oikealla liuos Real-Time PCR
reaktioon.

Reaktio liuos cDNA synteesissa gPCR:n reaktion liuos
10xRT puskuria 2,0 ul iQ SYBR 12,5 ul
100 mM dNTP mix 0,8 ul 10 uM Fwd primeria 1,25 ul
10 x Primeria 2,0 ul 10 uM Rev primeria 1,25 ul
RT entsyymia 1,0 pl H.O 50 ul
H,0 42 ul

RT puskuri= reaktiopuskuri; dNTP= deoksinukleosiditrifosfaattit; RT entsyymi=
kaanteiskopioijaentsyymi; Fwd= forward; Rev= reverse

gPCR -analyysia varten qPCR:n reaktioliuosta pipetoitiin 20 pl per kaivo ja lisattiin 5 pl
cDNA laimennosta. Real-time PCR -analyysi suoritettiin kdyttden suunniteltuja alukkeita (iQ
SYBR supermix) ja CFX96™ Real-time PCR -tunnistusjarjestelméa (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA, USA). Geenien alukesekvenssit on esitetty taulukossa 5. ja
kiinnittymislampatilat taulukossa 6. Kukin nayte analysoitiin kahtena kappaleena, ja PCR -
syklin parametrit olivat seuraavat: +95 °C:ssa 10 minuuttia, 40 syklia +95 °C:ssa 10 sekuntia,
+53-61 °C:ssa (geenistad riippuen) 30 s ja +72 °C:ssa 30 s ja lopuksi 5 s +65 °C:ssa.
Suhteelliset ilmentymistasot kullekin geenille laskettiin standardikayrdn avulla ja

ilmentyminen normalisoitiin beta-aktiiniin (ACTB).

TAULUKKO 5. Alukesekvenssit geeneittdin.

rTLRS fwd new CCGAGGTTGTAACCTTACCCAG

I'TLRS rev new GTCAAGCGAGCATACTGGGTC

rACTB fwd GGCACCACACTTTCTACAAT

rACTB rev AGGTCTCAAACATGATCTGG
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rAdipoQ fwd AATCCTGCCCAGTCATGAAG

rAdipoQ rev CATCTCCTGGGTCACCCTTA

rCD45 fwd CCGTTGTACACCAGAGATGA

rCD45 rev TCCCAAAATCAGTCTGCAC

riL1B fwd CAACAAAAATGCCTCGTGC

riL1B rev TGCTGATGTACCAGTTGGG

rTLR4 fwd GAGACCAGGAAGCTTGAATCCCTGC
I'TLR4 rev TGTCTCCACAGCCACCAGATTCTC

TAULUKKO 6. Kiinnittymislampétilat (Tp,).

Geeni Kiinnittymislampaétilat (Tr,) C°
ACTB, TLR4, IL1B, SCD1, FASN 60
CD45 53
ADIPOQ 55
TLR5 61

6.4 Tilastolliset analyysit

Tilastoanalyyseihin kaytettiin IBM SPSS Statistics 22 —ohjelmaa (22.0, IBM Analytics,
United States). Muuttujiin tutustuttiin - kuvailevien tunnuslukujen avulla ja niiden
normaalijakautuneisuus testattiin  Shapiro-Wilk -testilld. Nollahypoteesina testissd oli
“muuttuja noudattaa normaalijakaumaa”. Merkitsevyys arvo alle 0,05 tarkoitti sitd, ettd
muuttuja ei noudattanut normaalijakaumaa eli nollahypoteesi hylattiin (Metsamuuronen 2005,
593-594). Osa tutkimuksen muuttujista noudatti ja osa ei noudattanut normaalijakaumaa.
Lisdksi koska aineisto oli pieni, paadyttiin aineiston tilastollisessa analysoinnissa kayttamaan
parametrittomia testeja. Tilastollisen merkitsevyyden rajaksi asetettin p < 0,05

(Metsdmuuronen 2005, 415). HCR - ja LCR -rottien valilla vertailtiin niin vieroitus- ja
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kuolinpainoa, kuolinik&é ja seerumien glukoosipitoisuutta seka veren rasva-arvoja kayttaen
parametritonta Mann-Whitneyn U-testid. Lisédksi samaa parametritonta testia k&ytettiin
vertailtaessa suoliston mikrobistokoostumuksen ja viskeraalisen rasvakudoksen geenien
ilmentymisen tilastollisen merkitsevyyden eroja HCR - ja LCR -rottakantojen vélilld. Mann-
Whitney U -testilld testattiin muuttujien mediaanien eroja kahden ryhmén vélill4. Aineisto
asetettiin suuruusjérjestykseen tutkittavan muuttujan suhteen ja havainnoille annettiin
jarjestysnumero. Ryhmien valilla ei ollut eroa, jos jérjestykseen asetetut havainnot olivat
jakautuneet tasaisesti. Jos havainnot olivat jarjestyneet epatasaisesti, ryhmien valilla oli eroja.
Toisin sanoen U-arvo kuvasi suuruusjarjestykseen ryhmitellyssé aineistossa, kuinka monta

kertaa A -ryhmén havainto edelsi B -ryhmén havaintoa (Metsamuuronen 2005, 360—362).

Spearmanin jarjestyskorrelaatiokertoimen avulla tutkittiin veren rasva-arvojen yhteytta seké
viskeraalisen rasvakudoksen geenien ilmentymiseen, ettd suoliston mikrobistoon seka
yhteyttd suoliston mikrobiston ja viskeraalisen rasvakudoksen geenien ilmentymisen valilla.
Viskeraalisen rasvakudoksen geenien ilmentymisen yhteyttd testattiin Spearmanin
jarjestyskorrelaatiolla erikseen sekd Qiime -analyysin, ettd Kraken -analyysin suoliston
mikrobituloksiin. Spearman sopi korrelaatioiden tutkimiseen aineiston ollessa pieni. Siina
aineisto jaettiin muuttujien mukaan suuruusjarjestykseen ja muuttujille annettiin jarjestysluvut
(1, 2, ..., N), kuten tehtiin Mann-Whitney U -testin kohdallakin. Jarjestyslukujen erotus
laskettiin tdmén jalkeen havaintopareittain (Metsamuuronen 2005, 1091-1094).

7 TULOKSET

7.1 Paino, glukoosi ja veren rasva-arvot

HCR -rottia oli tutkimuksessa kahdeksan yksil6é ja LCR -rottia 10 yksil6d. HCR - ja LCR -
rotat olivat saman ikdisid. LCR -rotat olivat vieroituspainoltaan hiukan HCR -rottia
kevyempid, mutta kuolinpainoltaan LCR -rotat olivat HCR -rottia hiukan painavampia. Erot
eivat olleet tilastollisesti merkitsevid. Myos veren glukoosi arvo oli korkeampi LCR -rotilla

HCR -rottiin verrattuna, mutta ei kuitenkaan tilastollisesti merkitsevasti (taulukko 7).
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TAULUKKO 7. Vieroitus- ja kuolinpaino, kuolinika seka glukoosi.

HCR keskiarvo (95% LCR keskiarvo p-arvo
Cl) (95 % CI)
N=8 N=10
Vieroituspaino (g) 69,6 (61,8-77,9) 66,7 (64,4— ,354
68,7)
Kuolinpaino (g) 182,9 (169,3-195,6) 183,4 (170,2— 929
197,6)
Kuolinika (vko) 8,0 (7,9-8,1) 7.8 (7,7-7,9) 173
Glukoosi (mmol/L) 8,03 (7,4-8,6) 8,6 (7,9— ,534
9,4)

Arvot testattu Mann Whitney U testilld, p<0,05. g= gramma, vko= viikko, mmol/L= millimoolia

litrassa.

Veren rasva-arvoista mitattiin kokonaiskolesteroli, glyseroli, HDL - ja LDL -arvot seka
vapaat rasvahapot (FFA) ja triglyseridit. Kokonaiskolesteroli sekd HDL - ja LDL -arvot olivat
tilastollisesti merkitsevésti korkeampia LCR -rotilla, FFA ja triglyseridit olivat tilastollisesti

merkitsevasti korkeampia puolestaan HCR -rotilla (taulukko 8).

Veren rasva-arvoissa havaittiin rasvahapoissa yksi selvasti poikkeava tulos (outlier), joka
poistettiin analyyseistd. Positiivista korrelaatiota I0ytyi kokonaiskolesterolin ja geenien TLR4
(p=0,046) ja TLR5 (p=0,012) ilmentymisen valilla ja negatiivista korrelaatiota
kokonaiskolesterolin ja geenien IL1B (p=0,037) ja CD45 (p=0,049) ilmentymisen valilla.
Glyseroli korreloi puolestaan positiivisesti geenien IL1B (p=0,017) ja CD45 (p=0,033)
ilmentymisen kanssa ja negatiivisesti geenin AdipoQ ilmentymisen kanssa (p=0,007). Seka
HDL ettda LDL korreloivat positiivisesti geenien TLR4 (p=0,023 ja p=0,019), AdipoQ
(p=0,041 ja p=0,007) ja TLR5 (p=0,004 ja p<0,000) ilmentymisen kanssa seka negatiivisesti
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geenin CD45 (p=0,018 ja p=0,023) ilmentymisen kanssa. Positiivista yhteytta 10ytyi geenien
IL1IB (p=0,013) ja CD45 (p=0,006) ilmentymisen ja FFA -arvojen vélilld ja negatiivista
yhteyttd geenien AdipoQ (p=0,009) ja TLR5 (p=0,001) ilmentymisen ja FFA -arvojen valilla.
Liséksi triglyseridit -arvot korreloivat negatiivisesti geenien AdipoQ (p=0,014) ja TLR5
(p=0,048) ilmentymisen kanssa (taulukko 9).

TAULUKKO 8. Syddmesta mitatut veren rasva-arvot.

HCR keskiarvo (95 LCR keskiarvo (95 p-arvo

% CI) % CI)
N=8 N=10
Kolesteroli (mmol/L) 2,1 (1,8-2,4) 2,8 (2,5-3,02) ,016*

Glyseroli (umol/L) 156,2 (149,6-163,7) 139,1 (122,02-156,3) ,076

HDL (mmol/L) 1,7 (1,4-1,9) 2,3 (2,1-2,4) ,007*
LDL (mmol/L) 0,3 (0,2-0,3) 0,6 (0,5-0,7) ,001**
FFA (umol/L) 589,4 (364,8-845,7) 1452 (122,6-171,2)  ,001**
Triglyseridi 1,1 (0,8-1,3) 0,7 (0,6-0,8) ,033*
(mmol/L)

Arvot testattu Mann Whitney U testilld, *p<0,05= tilastollisesti merkitsevd, **p<0,001= tilastollisesti

erittdin merkitsevd. Mmol/L= millimoolia litrassa, pmol/L= mikromoolia litrassa.
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TAULUKKO 9. Korrelaatiomatriisi tulehdukseen ja rasva-aineenvaihduntaan liittyvien

viskeraalisen rasvakudoksen geenien ilmentymisen ja veren rasva-arvojen yhteydesta.

Tummennettuna tilastollisesti merkitsevét korrelaatiot.

Kolesteroli  Glyseroli HDL LDL FFA Triglyseridi
rho p rho p rho p rho p rho p rho p
TLR5 577 012 - 117,647 ,004 761 ,000 -, ,001 -, 472 ,048
,383 705
IL1B -, ,037 588 ,017 -, 012 - ,019 ,606 ,013 447 ,083
524 611 579
CD45 -, ,049 535 ,033 -, ,018 -, ,023 650 ,006 ,365 ,165
500 581 565
TLR4 476 046 228 362 533 ,023 547 ,019 ,000 1,000 - ,839
,052
AdipoQ  ,401 ,099 - ,007 485 ,041 614 ,007 -, ,009 -, ,014
612 593 569
SCD1 201,423 - 265 216 390 ,240 ,336 - 119 - ,073
278 ,381 432
FASN - ,881 ,098 ,708 - 75 - 314 292 256 ,159 541
,039 ,075 ,260

p=0,05, rho= Spearmanin jérjestyskorrelaation.
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7.2 Suoliston mikrobiston koostumuksen erot

Suoliston mikrobiston koostumus analysoitiin kahdeksalta HCR - ja kymmeneltd LCR -rotan
suolistondytteestd. Analyysiin kaytettiin kahta eri bioinformatiikan tyokalua Qiimed ja
Krakenia. Arvot on annettu prosentteina OTU:ista eli operationaalisista taksonomisista
yksikoista. Lisaksi tutkittiin tilastollisesti merkitsevien suoliston mikrobiryhmien yhteytta

mitattuihin veren rasva-arvoihin.

7.2.1 Qiime

Sekd HCR - ettd LCR -rottakanoilla oli eniten Bakteroidetes -padjakson bakteereita.
Seuraavaksi runsaslukuisimpia padjaksoja olivat Firmikuutit ja kolmanneksi Spirokeetat (Liite
1). Bakteroidetes -péaéjakson bakteereita 16ytyi hiukan enemmén LCR - rotilta, mutta ero ei
ollut tilastollisesti merkitseva HCR -rottiin verrattuna. Tilastollisesti merkitsevé ero (p < 0,05)
I0ytyi ainoastaan Actinobacteria -pééjakson (p=0,041) kohdalla (kuva 3). Tilastollisesti
merkitseva ero HCR- ja LCR -rottien vélilla 16ytyi myos alemmilla taksonomisilla tasoilla eli
mikrobiheimojen Veillonellacea (p=0,007) ja Coriobacteriacea (p=0,041) (kuva 4) sekd
mikrobisuvun Phascolarctobacterium (p=0,011) (kuva 5) kohdalla HCR- ja LCR -rottien

valilla.

Proteobacteria OLCR EHCR
Elusimicrobia
Actinobacteria *

|
Tenericuites _:

Deferribacteres

_ !
R |
Cyanobacteria _

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
%

KUVA 3. Erot paéjaksoissa Qiime -analyysissd, * p < 0,05. Arvot prosentteina OTU:ista
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Spirochaetaceae

Veillonellaceae *
Ruminococcaceae
Lachnospiraceae
Lactobacillaceae

OLCR
Paraprevotellaceae EHCR

Bacteroidales_S24-7 ﬁ

Prevotellaceae

Bacteroidaceae

%

Rikenellaceae ;_l_
Porphyromonadaceae ::
OLCR

Erysipelotrichaceae mHCR

Coriobacteriaceae ﬁ %
0
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KUVA 4. Erot mikrobiheimoissa Qiime -analyysissa, * p < 0,05. Arvot prosentteina
OTU:ista.
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Allobaculum F—
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Anaerovibrio

Veillonellaceae_genus_NN

Ruminococcus
OLCR

Oscillospira

B HCR
Lachnospiraceae_genus_NN
Paraprevotella
Parabacteroides
Bacteroides
N

KUVA 5. Erot mikrobisuvuissa Qiime -analyysissa, * p < 0,05. Arvot prosentteina OTU:ista.

7.2.2 Kraken

Kraken -analyysissé tarkasteltiin eroja rottakantojen vélilla yhdeksan mikrobipéaéjakson, 16
mikrobiheimon, 12 mikrobisuvun seka 14 mikrobilajin kohdalla. Kahta mikrobiheimoa 16:sta
ei 16ytynyt yhdeltdkaan rotalta, joten lopullisessa analyysissa oli mukana 14 mikrobiheimoa.
Myos Kraken -analyysissd runsaslukuisin péaédjakso oli Bakteroidetes ja seuraavaksi
runsaslukuisimmat Firmikuutit ja Spirokeetat (Liite 2). Bakteroidetes -padjakson bakteereita
I6ytyi hiukan enemmé&n HCR -rotilta, mutta ero ei ollut tilastollisesti merkitseva. Itse asiassa
tilastollisesti merkitsevdd eroa ei 10ytynyt yhdenkd&dn mikrobip&gjakson kohdalla.
Bacteroidaceae -heimon (p=0,028) (kuva 6), Parabacteroides (p=0,005) ja Bacteroides
(p=0,028) -sukujen (kuva 7) sekd Bacteroides helcogens (p=0,011), Bacteroides salanitronis
(p=0,037) ja Parabacteroides distasonis (p=0,005) -lajien kohdalla l6ytyi tilastollisesti
merkitsevdd eroa (p<0.05) tutkittujen rottakannan vélilla (kuva 8). Kraken -analyysissa
I6ytyneitd tilastollisesti merkitsevia taksonomisia ryhmié oli enemmén HCR -rotilla.
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Bacteroidaceae , ¥

Rikenellaceae
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Sphingobacteriaceae
Clostridiaceae
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Gammaproteobacteria
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(0]
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%

KUVA 6. Erot heimotasolla Kraken -analyysissd, * p < 0,05. Arvot prosentteina OTU:ista.

OLCR MEHCR
Lachnoclostridium E
Treponema _i—
iy === |
Parabacteroides i— *
Lactobacillus ﬁ

Bacteroides E

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

KUVA 7. Erot mikrobisuvuissa Kraken -analyysissa, * p < 0,05. Arvot prosentteina OTU:ista.

32



[Clostridium] saccharolyticum OLCR WHCR

Treponema succinifaciens

|
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o
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Ruminococcus champanellensis ;— OLCR EHCR

Ruminococcus bromii

Lactobacillus salivarius
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KUVA 8. Erot mikrobilajeissa Kraken -analyysissa, * p <0,05. Arvot prosentteina OTU:ista.
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7.2.3 Suoliston mikrobiston ja veren rasva-arvojen yhteys

Qiime - ja Kraken -analyyseissd saatujen tilastollisesti merkitsevien suoliston
bakteeripaajaksojen, -heimojen ja -sukujen ja veren rasva-arvojen valilta etsittiin yhteytta
Spearmanin jarjestyskorrelaation avulla. Coriobacteriaceae -heimon kohdalla 16ytyi yksi
selvd poikkeava tulos (outlier), joka poistettiin analyyseistd. Coriobacteriaceae -heimo
korreloi positiivisesti HDL:n (p=0,021) ja LDL:n (p=0,035) kanssa. Parabacteroides
distasonis -laji korreloi puolestaan negatiivisesti HDL:n (p=0,050) ja LDL:n (p=0,004)
kanssa. Lisaksi tdman lajin kohdalla 16ytyi positiivista korrelaatiota FFA:n (p=0,002) kanssa
kun taas Veillonellaceae -heimo korreloi negatiivisesti FFA:n (p=0,009) kanssa. Heimo
Bacteroidaceae korreloi negatiivisesti LDL:n (p=0,026) kanssa ja positiivisesti triglyseridien
(p=0,036) kanssa. My0s Bacteroides salanitronis -laji korreloi negatiivisesti LDL:n (p=0,005)
ja positiivisesti triglyseridien (p=0,018) kanssa. Lisédksi laji Bacteroides helcogenes korreloi
positiivisesti triglyseridien (p=0,005) kanssa (kuva 9).
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KUVA 9. Tilastollisesti merkitsevien bakteeriryhmien ja veren rasva-arvojen véliset korrelaatiot p<0,05. Rho= Spearmanin jarjestyskorrelaation.
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7.3 Erot viskeraalisen rasvakudoksen geenien ilmentymisessa

Erot geenien ilmentymisessé olivat relatiivisia ilmentymisarvoja, jotka oli normalisoitu
housekeeping geeniin ACTB. Tilastollisesti merkitsevad eroa loytyi neljan viskeraalisen
rasvakudoksen geenin ilmentymisessé: IL1B (p=0,001), CD45 (p=0,001), AdipoQ (p=0,001)
ja TLRS5 (p <0,001). HCR -rotilla kahden tulehdukseen liittyvan geenin, ILB1:n ja CD45:n,
ilmentyminen oli tilastollisesti merkitsevasti suurempaa LCR - rottiin verrattuna, kun taas
geenien AdipoQ ja TLR5 kohdalla ilmentyminen oli tilastollisesti merkitsevésti suurempaa
LCR -rotilla. Naista AdipoQ on rasva-aineenvaihduntaan ja TLR5 tulehdukseen liittyva geeni
(kuva 10.).

149 * mHCR ®LCR
1.2 ~ *
" |
1 | x
T [
0.8 - T
0.6 A
0.4 - T
0.2 T
0 T T T T T T T 1
TLR4 IL1B SCD1 FASN AdipoQ CD45 TLRS5

KUVA 10. Rasvakudoksen geenien ilmentyminen HCR ja LCR -rotilla. *p<0.05. Y-akseli=

relatiivinen ilmentyminen suhteutettuna ACTB housekeeping geenin arvoihin.

7.4 Suoliston mikrobiston ja viskeraalisen rasvakudoksen geenien ilmentymisen

yhteys

Korrelaatiot laskettiin erikseen sekda Qiime - ettd Kraken -tuloksille. Seuraavassa
tekstiosuudessa tummennettuna ne bakteeriryhmdét, joiden kohdalla 16ytyi tilastollisesti

merkitsevad eroa HCR - ja LCR -rottien vélilla. Yksi selvésti poikkeavia arvo (outlier) [6ytyi
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Coriobacteriaceae ja Erysipelotrichaceae -heimojen sekd Lactobacillus ja Faecalitalea -
sukujen kodalla ja ne poistettiin analyyseista.

7.4.1 Qiime

Kaikkien tutkittujen tulendukseen liittyvien geenien ilmentymisen kohdalla 10ytyi
tilastollisesti merkitsevééd yhteyttd tiettyjen suoliston mikrobiryhmien valilla. Positiivinen
yhteys havaittiin geenin TLR5 ilmentymisen ja heimon Veillonellaceae (p=0,042) valilla ja
negatiivinen yhteys suvun Lactobacillus (p=0,050) kanssa. CD45:n ilmentyminen korreloi
puolestaan positiivisesti suvun Faecalibacterium (p=0,019) kanssa. Negatiivista yhteytta
oytyi IL1B:n ilmentymisen ja heimon Veillonellaceae (p=0,005) vaélilla. TLR4:n
ilmentyminen korreloi positiivisesti Coriobacteriaceae (p=0,011) ja Erysipelotrichaceae
(p=0,020) -heimojen kanssa.

Rasva-aineenvaihduntaan liittyvien geenien ilmentymisen kohdalla korrelaatioita 10ytyi
geenien AdipoQ ja SCD1 ilmentymisen ja tiettyjen suoliston mikrobiryhmien valilla. Kuten
TLR4, myds AdipoQ:n ilmentyminen korreloi positiivisesti heimon Veillonellaceae (p=0,026)
kanssa ja negatiivisesti suvun Bacteroides (p=0,009) kanssa. SCD1:n ilmentyminen korreloi
my0s positiivisesti  heimon  Veillonellaceae (p=0,010) sekd heimoon kuuluvan
Veillonellaceae_genus_NN (P<0,000) -suvun kanssa. Negatiivista yhteytta 16ytyi puolestaan
SCD1:n ilmentymisen ja suvun Faecalibacterium valilla (p=0,012). Kuvassa 11 on esitetty
tilastollisesti merkitsevét korrelaatiot tutkittujen viskeraalisen rasvakudoksen geenien ja
Qiime -analyysin tilastollisesti merkitsevien suoliston mikrobiryhmien valilld. Loput

tilastollisesti merkitsevéat yhteydet 16ytyvét liitteesta 3.
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KUVA 11. Korrelaatiot Qiime -analyysin tilastollisesti merkitsevien mikrobiryhmien ja

tutkittujen viskeraalisen

jarjestyskorrelaation.

rasvakudoksen geenien vélilla p<0,05. Rho= Spearmanin
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7.4.2 Kraken

Myos Kraken -analyysilla loytyi tilastollisesti merkitseva yhteys kaikkien tutkittujen
tulehdukseen liittyvien geenien ilmentymisen kohdalla tiettyjen mikrobiryhmien kanssa. Osa
mikrobiryhmistd oli samoja kuin Qiime -analyysissa. TLRS5:n ilmentyminen Kkorreloi
negatiivisesti suvun Lactobacillus (p=0,051) kanssa, kuten Qiime -analyysissakin. Lis&ksi
Kraken -analyysin mukaan TLR5:n ilmentyminen korreloi negatiivisesti lajin Parabacteroides
distasonis (p<0,000) kanssa. CD45:n ilmentyminen korreloi puolestaan positiivisesti lajin
Parabacteroides distasonis (p=0,041) kanssa. Samoin korreloi geenin IL1B:n ilmentyminen;
Parabacteroides distasonis (p=0,019). My6s Kraken -analyysin mukaan positiivista yhteytta
I6ytyi TLR4:n ilmentymisen ja Actinobacteria (p=0,015) -padjakson ja Erysipelotrichaceae
(p=0,011) -heimon valilla. Liséksi positiivista yhteyttd 16ytyi TLR4:n ilmentymisen ja suvun
Faecalitalea (p=0,007) seka lajin Lactobacillus salivarius (p=0,025) valilla.

Rasva-aineenvaihduntaan liittyvien geenien ilmentymisen kohdalla vain geenin AdipoQ
ilmentyminen korreloi tiettyjen Kraken -analyysin suoliston mikrobiryhmien kanssa. Geenin
AdipoQ ilmentyminen korreloi negatiivisesti heimon Bacteroidaceae (p=0,007) ja suvun
Bacteroides (p=0,007) kanssa. Lisdksi tdmén geenin ilmentyminen korreloi negatiivisesti
Bacteroides helcogenes (p=0,006), Bacteroides salanitronis (p=0,014) ja Parabacteroides
distasonis (p=0,013) -lajien kanssa. Kuvassa 12 on esitetty tilastollisesti merkitsevéat
korrelaatiot tutkittujen viskeraalisen rasvakudoksen geenien ja Kraken -analyysin
tilastollisesti merkitsevien suoliston mikrobiryhmien valilla. Loput tilastollisesti merkitsevét

yhteydet 10ytyvét liitteesta 4.
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KUVA 12. Korrelaatiot Kraken -analyysin tilastollisesti merkitsevien mikrobiryhmien ja
tutkittujen viskeraalisen rasvakudoksen geenien vililld p<0,05. Rho= Spearmanin

jarjestyskorrelaation.

8 POHDINTA

Tdssa pro gradu -tutkielmassa kaytettiin ainutlaatuista rottakantaa, joka on luotu valikoimalla
tarkasti rottia synnynndisen aerobisen kapasiteetin perusteella kahteen ryhméaan. Rottia on
risteytetty usean sukupolven ajan, jolloin on kehittynyt kaksi toisistaan tdysin eroavaa
rottakantaa synnynndisen aerobisen kapasiteetin osalta. Erot synnynnéisessa aerobisessa
kapasiteetissa on varmistettu useassa sukupolvessa. lhmiselld synnynndista aerobista

kapasiteettia on hankalempi tutkia, mika lisdéd taman rottakannan ainutlaatuisuutta.

Tassa pro gradussa selvitettiin, 16ytyykd synnynndiseltd aerobiselta kapasiteetiltaan
poikkeavilta rotilta, HCR - ja LCR -rottakannoilta eroja suoliston mikrobiston
koostumuksessa. Lisdksi selvitettiin, eroaako seitsemédn viskeraalisen rasvakudoksen,
tulendukseen ja rasva-aineenvaihduntaan, liittyvien geenien ilmentyminen néiden kahden
rottakannan valilla. Lopuksi tarkasteltiin tutkittujen geenien ilmentymistasojen ja suoliston

mikrobiston vélista yhteytta.

8.1 Paino, glukoosi ja veren rasva-arvot

Aikaisemmissa tutkimuksissa LCR -rottien on raportoitu olevan selvasti HCR -rottia
painavampia ja vanhemmilla rotilla on my6s havaittu eroja monien sairauksien riskitekijoissé,
johtuen ilmeisesti siitd, ettd HCR -rotat ovat olleet synnynnéisesti paremman aerobisen
kapasiteetin ansiosta aktiivisempia kuin LCR -rotat (Koch & Britton 2005; Kiveld ym. 2010).
Tassd tutkimuksessa kaytetyilla rotilla ei kuitenkaan havaittu eroja vieroitus - tai
kuolinpainossa, mika johtuu luultavasti siitd, etta rotat olivat hyvin nuoria kuollessaan. LCR -
rottien passiivisuudesta johtuvaa lihomista ei siis vield ollut ehtinyt tapahtua. LCR -rotat

olivat jopa vieroituspainoltaan hiukan HCR -rottia kevyempid. Tuloksia kuitenkin véaristaa
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se, ettd tiedot kolmen LCR -rotan vieroituspainosta puuttuivat. Tassd tutkimuksessa kaytetyt
rotat olivat taysin terveitd, joten saatuja tuloksia ei voi yhdistdd mihink&an tiettyyn

sairaudentilaan.

Veren rasva-arvoista havaittiin, ettd kolesteroli seka HDL- ja LDL -arvot olivat tilastollisesti
merkitsevasti korkeampia LCR -rotilla. FFA- ja triglyseridi -arvojen ollessa tilastollisesti
merkitsevasti korkeampia puolestaan HCR -rotilla. Aikaisemmat tutkimukset ovat havainneet
LCR -rotilla metabolisen oireyhtyman tunnusmerkkejé, kuten korkeampia triglyseridi -arvoja
HCR -rottiin verrattuna (Koch & Britton 2005; Kiveld ym. 2010). Téssa tutkimuksessa naita
tunnusmerkkeja ei kuitenkaan havaittu LCR -rotilla, mika johtui todennakdisesti aikaisemmin
mainitusta rottien nuoresta iastd. Rottakantoja seurattaessa vanhemmiksi selkedmpid eroja
metabolisen oireyhtymén tunnusmerkeissa on alkanut nakya (Koch & Britton 2005; Kivela
ym. 2010). Geeni AdipoQ ilmentyy yksinomaan rasvakudoksessa ja koodaa hormonia nimelta
adiponektiini. Tdma hormoni parantaa lihaksen ja maksan insuliiniherkkyyttd, lisaa vapaiden
rasvahappojen hapettumista eri kudoksissa ja vdhentdd seerumin FFA:n pitoisuutta sekd
glukoosi- ja triasyyliglyserolipitoisuuksia (Greenberg & Obin 2006). Tamé selitti FFA:n ja
triasyyliglyserolin negatiivisen yhteyden geenin AdipoQ ilmentymisen kanssa ja siten sen,

miksi LCR -rotilla havaittiin matalammat triglyseridi- ja FFA -tasot.

LCR -rotilla havaittiin HDL -arvojen olevan tilastollisesti merkitsevésti korkeampi HCR -
rottiin verrattuna, ja ettd geenin AdipoQ ilmentymisen ja HDL -arvon valilla vallitsi
positiivinen yhteys. Geenin AdipoQ koodaaman hormonin adiponektiinin ja HDL -arvon
valill4 on havaittu vallitsevan positiivinen yhteys, joka on todettu niin diabetesta sairastavilla
kuin terveill&d henkil6illg, ja yhteys on ollut riippumaton BMI:stg, rasvan jakautumisesta ja
insuliiniherkkyydestd (Verge's ym. 2006). Verge's ym. (2006) arvelivat, ettd yhteys selittyy
adiponektiinin roolilla apolipoproteiini al:n (apoAl) kataboliassa, joka on HDL:n térkein
proteiiniosa. Lisdantynyt apoAl:n katabolia tarkoittaa seerumin pienempdad HDL -
kolesterolipitoisuutta (Verge's ym. 2006). Téssd tutkimuksessa havaittu positiivinen yhteys
puolestaan geenin TLR5 ilmentymisen ja kolesterolin valilla saattoi selittyda silla, ettd
kolesterolilla on rooli lipidilauttojen synnyssd, jotka voivat kuljettaa TLR5 -reseptorin

aktivoivia mikrobeita (Zhou ym. 2015).
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8.2 Erot suoliston mikrobiston koostumuksessa

Eroja suoliston mikrobistossa tarkasteltiin HCR- ja LCR -rottien valilla Qiime -ohjelmassa
yhdeksén mikrobipadjakson, 13 mikrobiheimon ja 18 mikrobisuvun kohdalla. Kraken -
analyysissa puolestaan yhdeksan mikrobip&a&jakson, 16 mikrobiheimon, 12 mikrobisuvun sek&
lisaksi 14 mikrobilajin kohdalla. Kraken -analyysin avulla paastiin siis taksonomisesti
alemmalle tasolle kuin Qiime -analyysissd, miké johtui ilmeisesti siitd, ettd ohjelmien DNA:n
sekvensointi analysointitavat ja tietokannasta I0ytyvat taksonomiset mikrobiryhmat erosivat
toisistaan. Se nakyi my0s I0ytyneissa tilastollisesti merkitsevissa mikrobiryhmissg, jotka

olivat erilaiset Qiime - ja Kraken -analyysien vélilla.

Padjaksotasolla havaittiin, ettd kolme suurinta péajaksoa olivat samat Qiime - ja Kraken -
analyysien mukaan; Bakteroidetes, Firmikuutit ja Spirokeetat. Bakteroidetes -paajakson
bakteerien maara oli hyvin samankaltainen rottakantojen valill4, Qiime -analyysin mukaan
Bakteroidetes -paajakson bakteereita 10ytyi hiukan enemméan LCR -rotilta ja Kraken -
analyysin mukaan hiukan enemman HCR -rotilta. Firmikuutteja oli molempien ohjelmien
mukaan enemman HCR -rotilla. Ei kuitenkaan tilastollisesti merkitsevésti. Aikaisemmissa
tutkimuksissa Firmikuuttien maaran on havaittu olevan korkeampi ja Bakteroidetes -
bakteerien m&é&ra alhaisempi niin geneettisesti lihavilla hiirilla (Ley ym. 2005), ihmisilla (Ley
ym. 2006) kuin korkearasvaisella ruokavaliolla aikaansaadussa lihavuudessa rotilla (Mozes$
ym. 2008). Péinvastaisia tuloksia on myos saatu (Larsen ym. 2010; Schwiertz ym. 2010;
Lecomte ym. 2015). Toisaalta fyysisella aktiivisuudella on havaittu olevan yhteys
korkeampaan Firmikuuttien madraén sek& ihmisilla (Clarke ym. 2014) ettd jyrsijoilla (Petriz
ym. 2014; Lambert ym. 2015). Tédssé pro gradussa kaytetyt rotat olivat samanpainoisia ja
erosivat pelkéstddn synnynndiseltd aerobiselta kapasiteetiltaan, joten vertailua suoraan
edellisiin tutkimuksiin ei voi tehdd. Myo6s fyysisen aktiivisuuden yhteydestd suoliston
mikrobiston koostumukseen on saatu toisenlaisia tuloksia hiirilla (Liu ym. 2015). Firmikuutti:
Bakteroidetes -p&éjaksojen suhde ei ole siis yksiselitteinen ja vaihtelee ilmeisesti tutkittavien
yksildiden ja ndiden sairaustaustan, ian, fyysisen aktiivisuuden ja geeniperiman mukaan seké
naytteiden oton ja analysoinnin erojen vuoksi. Koska padjaksotasolla tulokset vaihtelevat
suuresti, eivatkd ilmeisesti kokonaan kerro suoliston mikrobistossa tapahtuvista lihavuuteen

tai fyysiseen aktiivisuuteen liittyvistda muutoksista, on tutkimuksissa siirrytty koko ajan
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enemman eri mikrobi sukujen ja lajien yhteyksien analysointiin (Lambert ym. 2015; Nguyen
ym. 2015). Niin ikdan t&ssa pro gradu tyossa keskityttiin tarkastelemaan heimoja, lajeja ja

sukuja tdman tutkimusongelman selvittdmiseksi.

Qiime -analyysilla l6ytyi tilastollisesti merkitsevdd eroa HCR- ja LCR -rottien vaélilla
Aktinobakteeri -padjakson kohdalla siten, ettd tdmén pé&djakson mikrobeita 10ytyi enemmaén
LCR -rotilta. Liséksi Aktinobakteerin ja veren HDL- ja LDL -arvojen vélilta 16ytyi positiivista
yhteyttd. Turnbaughin ym. (2009) havaitsi lihavien ja laihojen, sekd mono-, ettd
dizygoottisten, kaksosparien suoliston mikrobistoa vertailtaessa, ettd Aktinobakteeri -
padjakson maaré oli suurempi lihavilla kaksosilla laihoihin kaksosiin verrattuna. Tutkimus
osoitti siis geeniperimén yhteyttd suoliston mikrobiston koostumukseen. Lisaksi samaisessa
tutkimuksessa havaittiin, ettd suurin osa lihavuuteen liittyvistd geeneistda 10ytyi juuri
Aktinobakteeri -péddjaksolta. Turnbaugh ym. (2009) ehdottivatkin, ettd padjaksotasolla
lihavuudessa olisi vahentynyt Bakteroidetes -bakteerien méaara sekd mieluummin lisaantynyt
Aktinobakteerien kuin lisdantynyt Firmikuutien méara. Turnbaughin ym. (2009) tutkimus on
tehty ihmisill4 ja siind lihavuus on ollut erottava tekijé, joten vertailua tdman pro gradun
tuloksiin ei voi suoraan tehdd. Turnbaughin ym. (2009) tutkimus osoitti Kkuitenkin
Aktinobakteerien yhteyden lihavuuteen. Naiden havaintojen perusteella Aktinobakteeri -

padjaksosta voisi ajatella yhtd lihavuuden biomarkkeria.

LCR -rotilta 10ytyi Qiime -analyysin mukaan tilastollisesti merkitsevasti enemmaéan heimojen
Veillonellacea ja Coriobacteriacea seka suvun Phascolarctobacterium mikrobeita. Lisaksi
heimon Coriobacteriacea ja veren rasva-arvoista HDL- ja LDL -arvojen valiltd 16ytyi
positiivinen yhteys. Aikaisemmissa tutkimuksissa Lahti ym. (2013) havaitsivat positiivista
yhteyttd kokonaiskolesterolin ja LDL:n, mutta ei HDL:n, ja heimon Coriobacteriacea valilla.
Claus ym. (2011) loysivat puolestaan vahvan positiivisen korrelaation Aktinobakteeri -
padjaksoon kuuluvan Coriobacteriaceae -heimon ja maksan triglyseridien, glykogeenin ja
glukoosin méérien valilla sen jélkeen, kun altistivat hiiret, joilta puuttui kokonaan suoliston
mikrobisto, tavallisten hiirien ymparistolle. Lisdksi Zhang ym. (2008) havaitsivat lihavilla
ihmisilla enemmén Coriobacteriaceae -heimon mikrobeita. N&ma tutkimukset osoittivat
edelleen Actinobacteria -padjakson yhteyden rasva-aineenvaihduntaan ja lihavuuteen, koska

Coriobacteriaceae -heimo kuuluu Actinobacteria -padjaksoon. Lecomte ym. (2015)

45



havaitsivat, ettd pidettdessa rottia runsasrasvaisella ruokavaliolla muutokset suoliston
mikrobistossa korreloivat lihavuuteen liittyviin  metabolisiin markkereihin. Erityisesti
Veillonellacea ja Phascolarctobacterium -mikrobien méara korreloi positiivisesti tutkittuihin
metabolisiin markkereihin, jotka olivat painon muutos, rasvamassa, leptiini, plasman
triglyseridipitoisuus, glukoositoleranssi ja insuliiniherkkyys (Lecomte ym. 2015). Naiden
tutkimusten tulosten perusteella mikrobiheimoilla Veillonellacea ja Coriobacteriacea seka

mikrobisuvulla Phascolarctobacterium on yhteys lihavuuteen.

Seka heimo Veillonellacea ettd suku Phascolarctobacterium kuuluvat Firmikuuttien -
padjaksoon ja ovat niin sanottuja propionaatin/asetaatin tuottajia (Lecomte ym. 2015). Kaikki
lyhytketjuiset rasvahapot ovat hyodyllisid normaalissa maarin (Pekkala ym. 2015). Asetaattia
kaytetdan kolesterolin ja rasvahappojen synteesissd ja sen suuri maara edistaa
hyperkolesterolemiaa, hypertriglyseridemiaa ja maksan rasvoittumista kuten Lecomte ym.
(2015) havaitsivat myos rotillaan. Suurentuneen propionaatti maéran on puolestaan tutkittu
estdvan G-proteiinikytkentdisten reseptorien (G protein—coupled receptor GPCR) kautta
lipolyysia ja adiposyyttien erilaistumista johtaen lihavuuden kasvuun. Propionaattia ja
asetaattia tuottavien mikrobien madrédn kasvaessa butyraattia tuottavien mikrobien maaré
vdhenee. Butyraatilla on tarked rooli suoliston rakenteen vyll&pidossa ja toiminnassa.
Butyraattia tuottavien mikrobien, kuten Lactobasilluksen, méardn vaheneminen voi lisata
vuotavaa suolta, milld on rooli esimerkiksi lihavuuteen liittyvan tulehduksen synnyssa
(Lecomte ym. 2015). My6s muut tutkimukset ovat havainneet, etté lihavilla ja ylipainoisilla
yksil6illa yksittaisten lyhytketjuisten rasvahappojen méarat suosivat propionaattia butyraatin
kustannuksella (Schwiertz ym. 2010). Voidaankin pohtia, miten aerobinen kapasiteetti, erot
suoliston mikrobistossa ja lihavuus ovat yhteydessé toisiinsa. Kaikkien edelld mainittujen
mikrobiryhmien kohdalla on havaittu yhteys lihavuuteen ja niita on l0ydetty enemmén LCR -
rotilla. Synnynndisesti erilainen aerobinen kapasiteetti voisi aiheuttaa eroja suoliston
mikrobistossa ja mikrobisto edelleen yhdesséd huonon aerobisen kapasiteetin kanssa voisi

vaikuttaa lihavuuden ja metabolisten hairididen kehittymiseen.

Kraken -analyysi 16ysi HCR -rotilta tilastollisesti merkitsevasti enemman Bacteroidaceae -
heimon, Parabacteroides ja Bacteroides -sukujen sek& Bacteroides helcogens, Bacteroides

salanitronis ja Parabacteroides distasonis -lajien mikrobeja. Aikaisemmin mainittiin, kuinka
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LCR -rotilta 16ytyi enemman Aktinobakteeri -p&djakson ja tdhan padjaksoon kuuluvan
Coriobacteriaceae -heimon mikrobeita seké tilastollisesti merkitsevasti korkeampia HDL- ja
LDL -arvoja. Lisaksi naiden taksonomisten mikrobiryhmien ja HDL- ja LDL -arvojen vélilta
Ioytyi positiivista yhteyttd. Parabacteroides -suvun ja Parabacteroides distasonis -lajin
kohdalla tulokset olivat painvastaisia eli naitd mikrobiryhmia I6ytyi enemmén HCR -rotilta ja
yhteys HDL - ja LDL -arvoihin oli negatiivinen. Lihavilla ihmisill& on havaittu vdhemman
Bacteroides -suvun mikrobeita kontrolliryhmaan verrattuna (Santacruz ym. 2010; Chiu ym.
2014). Toisaalta Lecomte ym. (2015) on havainnut positiivista korrelaatiota suurentuneella
Bacteroides -suvun mikrobien maarélla ja painon muutoksella, kun rottia pidettiin
runsasrasvaisella ruokavaliolla. Bacteroides -suvun mikrobeilla, johon my6s lajit Bacteroides
helcogens ja Bacteroides salanitronis kuuluvat, on kyky fermentoida lukuisia erityyppisia
polysakkarideja. Osa mikrobeista on erikoistunut vain tietyntyyppisten polysakkaridien
fermentoimiseen (Pudlo ym. 2015). Mikrobien fermentoinnin yhteydessa muodostuu erilaisia
pienimolekyylisia yhdisteita kuten aiemmin mainittuja lyhytketjuisia rasvahappoja (Cani &
Delzenne 2007; Nicholson ym. 2012). Bacteroides -suvun yhteyden lihavuuteen voisi
selittdd, ettd fermentoinnin yhteydessa syntyvilla yhdisteilld on mahdollisesti hyodyllisia

vaikutuksia isantaelion elimistdssa.

Terveiden yksildiden suolistosta on l6ytynyt runsaasti Parabacteroides distasonis -lajin
mikrobeita ja se on yhdistetty parantuneeseen ihmisten suoliston terveyteen (Xu ym. 2007).
Toisaalta Chiun ym. (2014) ihmistutkimuksessa lajin Parabacteroides distasonis maara oli
positiivisesti yhteydessa lihavuuteen. Ndma kaikki havainnot Parabacteroides ja Bacteroides
-suvuista on tehty, Lecomten ym. (2015) tutkimusta lukuun ottamatta, ihmisilla, joten tulosten
ristiriitaisuus saattoi johtua tutkitusta ihmispopulaatiosta, geeniperimastd, elintavoista tai
ympéristotekijoistd. Tutkimusten tuloksia vertailtaessa toisiinsa taytyy ottaa huomioon, ettd
eri lajien suoliston mikrobiston koostumuksessa on eroja. Padjaksotasolla ihmisten ja
jyrsijoiden suoliston mikrobiston koostumus on hyvin samankaltainen, mutta esimerkiksi
85 % hiirien suolistosta 10ytyvistd mikrobisuvuista, ei havaita ihmisen suolistossa (Ley ym.
2005). Ihmisen ja rotan suoliston koostumus on kuitenkin samankaltaisempi kuin ihmisen ja
hiiren (Wos-Oxley ym. 2012). Lisaksi tdssd pro gradu -tutkielmassa ialtddn nuorten
rottakantojen valill4 ei ollut tilastollisesti merkitsevéaé eroa painossa, mutta kuten aiemmin on

todettu, aikaisemmat tutkimukset ovat raportoineet LCR -rottien olevan huomattavasti
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painavampia kuin HCR -rotat (Koch & Britton 2005). Taman tutkimuksen perusteella syy

olisi synnynnéisesti erilainen aerobinen kapasiteetti.

Suoliston mikrobiston koostumuksessa l6ytyneisiin eroihin rottakantojen valilla eivét ole siis
vaikuttaneet muut tekijat kuin synnynndisen aerobisen kapasiteetin ero, silla rotat olivat
naytteenotto hetkelld nuoria ja rottia on pidetty samanlaisissa ympaéristoolosuhteissa;
samanlaiset hakit, ympdriston valaistus ja lampdtila, sekd annettu samanlaista ravintoa.
Voidaan kuitenkin pohtia kuinka luonnollisia yksildita ndma rotat ovat, jotka on jalostettu
aaripdihin tietyn ominaisuuden, tassa tapauksessa synnynndisen aerobisen kapasiteetin,
suhteen. Esimerkiksi laboratoriossa kasvatettujen, usein my6s geenimuunneltujen ja
jalostettujen, hiirien suoliston mikrobiston koostumus ei vastaa luonnossa elévien hiirien
suoliston mikrobistoa (Nguyen ym. 2015). Téssa tutkimuksessa kaytettiin rottia, mutta tdman
saman eron voi olettaa 10ytyvan myos rottien kohdalla. Laboratoriohiirten saama ravinto,
erittdin hygieeninen ympadristd sekd niiden kokema stressi, johtuen esimerkiksi ihmisen
kasittelysta ja melusta, on tdysin erilaista luonnossa elaviin lajikumppaneihin verrattuna.
Néilla tekijoilla on puolestaan vaikutus suoliston mikrobiston koostumukseen (Nguyen ym.
2015). Tama tutkimus antaa kuitenkin tietoa synnynndisen aerobisen kapasiteetin yhteydesté
suoliston mikrobiston koostumukseen, kun muiden tekijoiden vaikutus on poistettu. Lisaksi se
antaa osviittaa mahdollisesta hankitun aerobisen kapasiteetin yhteydestd suolisto

mikrobistoon.

8.3 Erot viskeraalisen rasvakudoksen geenien ilmentymisessa

Seitsemastd tutkitusta viskeraalisen rasvakudoksen geenistd neljdn kohdalla havaittiin
tilastollisesti merkitsevéa eroa ilmentymistasoissa siten, ettd tulehdukseen liittyvien geenien,
ILB1 ja CD45, ilmentyminen oli tilastollisesti merkitsevéasti suurempaa HCR -rotilla. Rasva-
aineenvaihduntaan liittyvan geenin AdipoQ sekd tulehdukseen liittyvdn geenin TLR5

ilmentyminen oli puolestaan tilastollisesti merkitsevasti suurempaa LCR -rotilla.

Mielenkiintoista on, ettd HCR -rotilla kahden tulehdukseen liittyvan geenin ilmentyminen oli
korkeampaa kuin LCR -rotilla, silld lihavuuteen ja moniin muihin sairauksiin on yhdistetty

elimistdssa vallitseva krooninen systeeminen tulehdustila (Tremaroli & Backhed 2012;
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Kotzampassi 2014). Téssa tutkimuksessa kahden rottakannan painoissa ei ollut eroa, mutta
aikaisempien tutkimusten perusteella LCR -rotista on tullut lihavampia kuin HCR -rotista
(Koch & Britton 2005; Kiveld ym. 2010). Aivan daskettdin on l0ydetty tulehdussoluja,
perforfiinia sisaltavia dendriittisoluja (perforin-rich dendritic cells), joiden havaittiin
taistelevan lihavuutta vastaan. Kun tutkijat loivat hiirikannan, jolta puuttui tamé solutyyppi,
kasvoi ndiden hiirien paino progressiivisesti ja niille ilmaantui useita metabolisen
oireyhtyman piirteitd kuten dyslipidemiaa ja insuliiniherkkyyden heikkenemista. Tutkimuksen
tekijat arvelivatkin, ettd lihavuus on yhteydessa siihen, ettd tiettyjd immuunisoluja on ja
tiettyja ei ole (Zlotnikov-Klionsky ym. 2015). Voitaisiin myos epéillg, ettd ainakin nuorella

ialla tietyn tyyppiset tulehdussolut suojelisivat lihavuudelta ja aineenvaihdunnan héirioilta.

8.4 Suoliston mikrobiston ja rasvakudoksen geenien ilmentymisen yhteys

Sekd Qiime - ettd Kraken -analyysilla loytyneiden kaikkien tilastollisesti merkitsevien
suoliston mikrobiryhmien kohdalla havaittiin korrelaatiota yhden tai useamman tutkitun
viskeraalisen rasvakudoksen geenin ilmentymisen kanssa. Yleensd ottaen geenit, jotka
ilmentyivdt enemman HCR -rotilla korreloivat positiivisesti sellaisten mikrobiryhmien
kanssa, joita I6ytyi enemman HCR -rotilta ja negatiivisesti sellaisten mikrobiryhmien kanssa,
joita 16ytyi enemmén LCR -rotilta. Geenit, jotka ilmentyivdat enemmén puolestaan LCR -
rotilla, havaittiin positiivista korrelaatiota sellaisten mikrobiryhmien kohdalla, joita oli
enemman juuri LCR -rotilla ja negatiivista korrelaatiota HCR -rotilta runsaammin I0ytyneiden
mikrobiryhmien kanssa. Epadiltavaksi jaa, kertooko tamé jotain tutkittujen geenien ja
tilastollisesti merkitsevien mikrobiryhmien yhteydestd rottakantojen véliseen eroon
aerobisessa kapasiteetissa. Seka yhteydesta tulevaisuudessa luultavasti havaittaviin eroihin
lihavuudessa sek& metabolisten ja muiden sairauksien riskitekijoissad. Taytyy kuitenkin
muistaa, ettd lihavuus ei kokonaan johdu suoliston mikrobiston koostumuksesta, vaikka
suoliston mikrobiston koostumus onkin osaltaan yhteydessa tiettyjen viskeraalisen
rasvakudoksen geenien ilmentymiseen. Lihavuuden riskitekijoiden kehittymiseen vaikuttavat

muutkin asiat ja séatelytekijat, joita ei tassa tutkimuksessa tarkasteltu.

Geenin TLR5 ilmentyminen korreloi positiivisesti Veillonellaceae -heimon kanssa. Pekkala

ym. (2015) on havainnut, ettd suurentunut rasvakudoksen TLR5 ilmentyminen on yhteydessa
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ihmisilla epétasapainoiseen suolistomikrobiston koostumukseen, lihavuuteen ja metabolisiin
muutoksiin. Yksi selitys talle yhteydelle on, ettd epdatasapainoinen suoliston mikrobisto
aiheuttaa suolen vuotamista, jolloin bakteereja padsee vuotamaan ulos suolistosta. Bakteerien
flagellat aktivoivat TLR5 -reseptorin ja bakteerien lipolysakkaridit aktivoivat TLR4 -
reseptorin, mika laukaisee tulehdukseen johtavan ketjun esimerkiksi kinaasien aktivoinnin
kautta ja tdmé edistaa lihavuuden kehittymistd ja metabolisia muutoksia (Pekkala ym. 2015).
Synnynndisesti huonompi aerobinen kapasiteetti voisi olla tdssa tapauksessa yhteys
epéedullisiin suoliston mikrobiston muutoksiin. Veillonellaceae -heimon maara korreloi
positiivisesti moniin metabolisiin markkereihin (Lecomte ym. 2015) ja se kuului LPS -
molekyylejad tuottaviin Gram-negatiivisiin mikrobeihin (Yutin & Galperin 2013). Siita ei ole
tutkimustietoa voisivatko juuri Veillonellaceae -heimoon kuuluvat mikrobit laukaista TLR5 -

reseptorin kautta tulehduksen synnyn, mika johtaisi lihavuuteen sek& metabolisiin muutoksiin.

LCR -rotilla enemman ilmentynyt geeni AdipoQ Kkorreloi positiivisesti Aktinobakteeri -
padjakson ja paajaksoon kuuluvan Coriobacteriaceae -heimon kanssa, joilla on todettu olevan
yhteys lihavuuteen (Turnbaugh ym. 2009; Claus ym. 2011). Ndma molemmat kuuluvat gram-
positiivisiin mikrobeihin (NCBI taksonomy-Encyclopedia of life, hakusana Aktinobakteeri ja
Coriobacteriaceae). Taira ym. (2015) havaitsivat bakteerien soluseindn vaikuttavan
adiponektiinin eritykseen viskeraalisesta rasvakudoksesta. Gram-negatiivisten mikrobien
tuottamat LPS-molekyylit estivat adiponektiinin erityksen, kun taas gram-positiivisten
mikrobien tuottamat peptidoglykaanit lisasivat tdiman rasvakudoksen hormonin eritystd. Taméa
mahdollisesti selitti tdssd tutkimuksessa havaitun geenin AdipoQ suuremman ilmentymisen
LCR -rotilla, koska talla rottakannalla havaittiin olevan enemmé&n gram-positiivisia,
Aktinobakteeri -p&éjakson ja Coriobacteriaceae -heimon, mikrobeita.

HCR -rotilla enemmaén ilmentynyt geeni IL1B korreloi negatiivisesti heimon Veillonellacea ja
suvun Phascolarctobacterium -mikrobien kanssa, joiden madrdn aiemmin todettiin
korreloivan positiivisesti tiettyihin metabolisiin markkereihin ja jotka olivat runsaasti
propionaatia ja asetaatia tuottavia mikrobeita (Lecomte ym. 2015). Lisaksi molemmat HCR -
rotilla enemmaén ilmentyneet tulehdukseen liittyvat geenit, CD45 ja IL1B, korreloivat
positiivisesti Parabacteroides -suvun ja Parabacteroides distasonis -lajin kanssa. Geeni IL1B

koodaa sytokiini& nimeltd interleukiiini 1 beta (IL-18) (NCBI Gene). Suoliston mikrobiston ja
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tdman sytokiinin yhdistdva tekija ovat T-auttaja soluihin kuuluvat Ty17 -solut. N&mé& solut
ovat tarkeitd isantédelion immuunipuolustukselle ja autoimmuniteetille, ilmentaméllg IL-17A,
IL-17F ja IL-22 sytokiineja. Suoliston mikrobisto saa aikaa IL-1B:n tuotannon suoliston
makrofageissa. IL-1p:t& tarvitaan puolestaan Ty17 -solujen indusointiin. Jos IL-1p tuotantoa
ei ole, on suoliston Tyl7 -solujen yleisyys vahentynyt ja edelld mainittujen sytokiinien
tuotanto heikentynyt. (Shaw ym. 2012). Mahdollista on, ettd IL-1p:n tuotannon saisi aikaan

tietyt suoliston mikrobit, tutkimustieto tasta aiheesta kuitenkin puuttuu.

8.5 Tutkimuksen luotettavuus ja eettisyys

Tutkimuksen luotettavuuden ja patevyyden arvioinnissa on pohdittava tutkimuksen
reliabiliteettia ja validiteettia. Reliabiliteetilla tarkoitetaan sitd, ovatko tutkimustulokset
toistettavia (Metsamuuronen 2005, 65). Tdma on pyritty varmistamaan tassa tutkimuksessa
raportoimalla tutkimuksen- ja tydnteon eri vaiheista havainnollisesti ja tdsmaéllisesti. Lis&ksi
tdhan pyrittiin  valitsemalla aineiston ja muuttujien avulla sellaiset tilastolliset
analyysimenetelmaét, jotka tuottaisivat tutkimuskysymyksiin ja -ongelmiin kelvollista tietoa.
Toinen arvioitava kasite on tutkimuksen validiteetti eli patevyys, joka tarkoittaa sitd, etta
mittarit ja analyysimenetelmat mittaavat juuri sitd tutkittavaa asiaa, mitd on tarkoituskin
mitata (Metsdmuuronen 2005, 65). Turun yliopiston biotekniikkakeskuksessa suoritettiin
suolisto naytteiden mikrobianalysointi, koska siella on kaytdssa siihen tarkoitetut ohjelmistot
sekd kokeneet bioanalyytikot. Viskeraalisen rasvakudoksen geenien ilmentymista tutkittiin
tutkimusmenetelmét kappaleessa esitetyn protokollan mukaisesti. Tulosten saaminen vaati
paljon mittaamista ja pipetoimista, mihin liittyy aina tutkijasta johtuva mittausvirhe.

Tutkimuksen validiteetilla voidaan tarkastella myos sitd, kuinka yleistettavia tutkimuksen
tulokset ovat (Metsamuuronen 2005, 65). Tassa tutkimuksessa yleistettavyyteen vaikutti se,
ettd tdmd tutkimus havainnoi suoliston mikrobiston koostumuksen eroista vain néilla
rottakannoilla tietylla hetkelld, eikd sitd voi yleistad koskemaan kaikkia rottia tai elidita.
Esimerkiksi ihmiset eldvat monimutkaisissa muuttuja- ja vuorovaikutusverkostoissa. Lisaksi
aiemmin on mainittu laboratoriossa ja luonnossa kasvaneiden jyrsijoiden eroista, mika sekin
vaikuttaa tulosten yleistettavyyteen. Téssa tutkimuksessa suoliston mikrobiston koostumuksen

analyysiin kaytettiin kahta ohjelmaa, Qiimed ja Krakenia. Ndma ohjelmat antoivat erilaisia
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tuloksia koskien tilastollisesti merkitsevid mikrobiryhmid LCR - ja HCR -rottien vélilla.
Olemassa olevia ohjelmistoja DNA -sekvenssidatan analysointiin on muitakin (Metzker ym.
2010), jotka luultavasti analysoivat myds DNA -sekvenssidataa hieman erilaisin tavoin. Usein
tutkimuksissa, joissa on saatu péainvastaisia tuloksia tietyn taksonomisen mikrobiryhman
yhteydestd esimerkiksi lihavuuteen, on kaytetty erilaisia metodologisia analyysimenetelmia.
Tama kertoo, ettd analyysimenetelmilla on hyvin merkittavé vaikutus saatuihin tuloksiin (Ley

2010). Siksi taman tutkimuksen yleistettavyys muihin tutkimuksiin on hankalaa.

Jyrsijoilla voidaan tutkia monia asioita, joita ihmistutkimuksilla ei ole mahdollista tai
eettisesti hyvaksyttdvad. Rottia ja hiirid kaytetddn tutkimuksissa paljon niiden pienen koon,
korkean lisd&ntymisnopeuden sek& hyvin tunnetun ja manipuloitavissa olevan anatomian,
fysiologian ja geneettisen taustan takia. Liséksi niitd on kaupallisesti helposti saatavilla.
Jyrsijatutkimusten tulosten yleistettdvyydessa koskemaan myds ihmisid, on kuitenkin monia
hairitsevia tekijoitd. Ihmisten ja jyrsijéiden suoliston anatomia on hyvin samankaltainen,
mutta suuria poikkeavuuksiakin [0ytyy liittyen erilaiseen ravintoon, ruumin kokoon,
metaboliaan ja ruokarytmiin. Ihmistutkimuksissa suoliston néyte otetaan yleensé ulosteesta,
kun taas jyrsijoilla umpisuolesta (Nguyen ym. 2015). Suoliston eri osissa mikrobisto on
kuitenkin hiukan erilainen (Sekirov ym. 2010). Lisaksi analysointimenetelmissa saattaa olla
eroa, silld ihmistutkimuksissa kaytetddn sekd koko metagenomin, ettd 16S rDNA:n
sekvensointia, kun taas jyrsijatutkimuksissa enimmékseen 16s rDNA:n sekvensointia.
Elididen suoliston mikrobiston koostumuksen tutkimuksien vertailussa on otettava huomioon
se, etta suoliston mikrobistoon vaikuttaa kyseessa oleva ihmispopulaatio, jyrsijéiden tilat ja
kanta, naytteiden kasittely ja edelld mainitut ndytteenotto ja -analysointimenetelméat (Nguyen
ym. 2015).

Tutkijan on ennen eldinkokeiden aloittamista kirjoitettava koesuunnitelma, jossa on selvitetty
muun muassa tutkimuksen tarpeellisuutta, kéytettyja eldinlajeja ja niiden maaraa,
koetoimenpiteitd sekd mahdollista koe-eldimille aiheutuvaa kipua ja sen kestoa. Lisaksi
hakemukseen on sisallytettavd Kkivunlievitys- ja lopetusmenetelmét. Tamén hakemuksen
pohjalta  koe-eldintoimikunta myontdd luvan koe-eldin  tutkimuksen tekemiseen
(Elainkokeiden etiikka 2000). Tama tutkimus on suoritettu koe-eldinlupaa noudattaen
(elainkoeluvan numero ESAVI1/7647/04.10.07/2014).
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8.6 Jatkotutkimusaiheita

Synnynndisen aerobisen kapasiteetin ja fyysisen aktiivisuuden yhteyttd suoliston mikrobiston
koostumukseen on tutkittu tdhdn mennessa vain muutamissa tutkimuksissa. Ihmistutkimuksia
fyysisen aktiivisuuden yhteydestd suoliston mikrobiston koostumukseen on tehty vain yksi.
Tassa tutkimuksessa Clarke ym. (2014) havaitsivat, ettd rugby -pelaajilla suoliston
mikrobiston koostumus oli monimuotoisempi kuin kummallakaan, matalan BMI:n tai korkean
BMI:n, kontrolliryhmalla, jotka olivat fyysisesti inaktiivisia. Positiivinen yhteys urheilijoilla
havaittiin myds proteiinin saannin ja mikrobiston monimuotoisuuden vélilla (Clarke ym.
2014). Jyvaskylan yliopistossa on parhaillaan menossa ihmistutkimus fyysisen aktiivisuuden
yhteydesta suoliston mikrobistoon. Jyrsijatutkimuksia aiheesta on tehty useampia, hieman
erilaisilla tutkimusasetelmilla (Petriz ym. 2014; Lambert ym. 2015; Liu ym. 2015). Selkeda
kuvaa fyysisen aktiivisuuden yhteydesta suoliston mikrobiston koostumukseen ei kuitenkaan
ole, silla tutkimustuloksisissa on osittain ristiriitaisuuksia. Vastauksia vaativia kysymyksia on
kuitenkin useita; minkalaista fyysista aktiivisuutta tarvittaisiin, ettd silla olisi vaikutuksia
suoliston mikrobiston koostumukseen? Enté kuinka paljon fyysista aktiivisuutta tarvittaisiin?

Olisivatko vaikutukset positiivisia vai negatiivisia?

Ylipaataén suoliston mikrobiston koostumuksen tutkimus on viel& varsin uusi suuntaus, eika
taysin yhtenevad kokonaiskuvaa ole saatu esimerkiksi siitd, minkélainen on terveen ihmisen
suoliston mikrobiston koostumus, saati sitten suoliston mikrobiston koostumus lihavuudessa
ja erilaisissa sairauksissa. Tdmé& johtuu jo aiemmin mainitusta monista tutkimusasetelmiin,
analyysimenetelmiin ja tutkittavaan populaatioon liittyvista tekijoista. Suoliston mikrobiston
koostumus on jo hyvin erilainen etnisia ryhmi& vertailtaessa, johtuen muun muassa
geeniperimaan, ravitsemukseen ja ympéristoon liittyvista tekijoistd. Lisaksi etnisten ryhmien
sisalla eri yksiléiden valilla on suuriakin eroja suoliston mikrobiston koostumuksessa riippuen
muun muassa yksilon idstd, sukupuolesta ja elintavoista (Angelakis ym. 2012; Tremaroli &
Béackhed 2012). Naiden lukuisten tekijoiden takia tulosten yleistettavyys ihmisilld on

vaikeampaa kuin jyrsijoilla.

Yhtendisempien metodologisien tapojen kehittdmistd kaivattaisiin, silld muun muassa

suoliston o0sa, josta ndyte otetaan, naytteenottotapa, ndytteen sailytys ja DNA -
53



sekvenssianalyysi vaihtelevat tutkimuksittain. Standardisoidummat metodit ja mittarit
helpottaisivat tulosten yleistettavyytta ja liséisivat luotettavuutta.

Kaksostutkimukset suoliston mikrobiston koostumuksesta tarjoaisivat uusia ja erittdin
mielenkiintoisia tutkimusmahdollisuuksia. Joitakin téllaisia tutkimuksia on tehtykin
esimerkiksi Turnbaughin ym. (2009) toimesta, jossa vertailtiin lihavien ja laihojen mono-, ja
dizygoottisten kaksosten suoliston mikrobistoa. Lihavuuden liséksi kaksospareilla voitaisiin
tukia myds muiden metabolisten sairauksien yhteyttd suoliston mikrobiston koostumukseen.
Tama onnistuisi, jos toinen kaksosista olisi lihava tai hénella olisi jokin muu metabolinen
sairaus ja kaksosten suoliston mikrobiston koostumusta vertailtaisiin keskendan. Lisaksi
fyysiseltd aktiivisuudeltaan eroavilla kaksospareilla voitaisiin tutkia, kuinka koko elinian

aikainen fyysinen aktiivisuus on yhteydessa suoliston mikrobiston koostumukseen.

Arveluja suoliston mikrobiston koostumuksen ja lihavuuden sekd muiden metabolisten
sairauksien valisista fysiologisista yhteyksista on esitetty (Cani & Delzenne 2009; Tremaroli
& Backhed 2012; Kotzampassi ym. 2014), mutta jatkoselvityksia tarvitaan. Lisaksi fyysisen
aktiivisuuden fysiologiset solu- ja molekyylitason vaikutusmekanismit suoliston mikrobiston
koostumukseen kaipaavat lisatutkimuksia, useita pohdintoja aiheesta on kuitenkin tehty
(Matsumoto ym 2008; Lambert ym. 2015; Liu ym. 2015). Tdsséd tutkimuksessa tutkittiin
suoliston mikrobiston koostumuksen yhteytta viskeraalisen rasvakudokseen. Mielenkiintoista
olisi tietdd voisiko suoliston mikrobistolla olla yhteyksia muihin kudoksiin esimerkiksi
lihakseen ja sen metaboliaan. Niin sanotun suoliston mikrobisto-lihas -akselin olemassa olosta
on esitetty pohdintoja (Bindels & Delzenne 2013). Aivojen ja suoliston mikrobiston valista
yhteyttd on tutkittu ja yhteyksia siis aivokudokseen on tiedossa. Nama yhteydet valittyvét
kaksisuuntaisen aivo-suoliston -akselin valityksella (Carabotti ym. 2015). Seka fyysisella
aktiivisuudella (Penedo & Dahn 2005) etta suoliston mikrobistolla (Carabotti ym. 2015) on
havaittu yhteys mielialaan. Tutkittavaksi jd& onko mahdollista, ettd yksi fyysisen
aktiivisuuden positiivinen vaikutusmekanismi mielialaan valittyisi suoliston mikrobiston

kautta.
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Ravinnon merkitysta suoliston mikrobiston koostumukseen on tukittu enemman (Cani &
Delzenne 2009; Tremaroli & Bdackhed 2012; Kotzampassi ym. 2014). On my6s yhdistetty
runsasrasvaisen ruokavalion ja fyysisen aktiivisuuden yhteisvaikutus suoliston mikrobistoon
(Evans ym. 2014). Suoliston mikrobiston koostumuksen analysoinnista on ajateltu
tulevaisuudessa yhtd terveyden biomarkkeria. Arvellaan, ettd kéasittelemalla suoliston
mikrobiston rakennetta erilaisilla terapeuttisilla menetelmilld, voitaisiin vaikuttaa lihavuuden
kehittymiseen sekd my0ds helpottaa painon pudottamista. Tallaisia terapeuttisia
kasittelykeinoja ovat esimerkiksi erilaiset probiootti- ja prebioottivalmisteet. Alustavia
tutkimuksia ulosteensiirron mahdollisuudesta lihavuuden hoidossa on esitetty. Tdssa riskina
kuitenkin on, ettd samalla siirtyy epatoivottuja ja patogeenisia mikrobeita (Tremaroli &
Backhed 2012). Mielenkiintoista olisi saada tietoa juuri fyysisen aktiivisuuden ja sen eri
muotojen vaikutuksesta suoliston mikrobiston koostumukseen, silla talldin myos fyysista
aktiivisuutta voisi kayttad yhtend terapeuttisena keinona dysbioottisen suoliston mikrobiston

tasapainottamisessa.
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LIITE 1. Loput Qiime -analyysin taksonomiatulokset. Kuva 1. paajaksot ja kuva 2. suvut.
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LIITE 2. Loput Kraken -analyysin taksonomiatulokset. Kuva 1. paajaksot, kuva 2. heimot
ja kuva 3. suvut.
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LIITE 3. Loput tilastollisesti merkitsevat korrelaatiot geenien ja Qiime -analyysin mikrobiryhmien valilla. Tilastollisesti merkitsevat
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LIITE 4. Loput tilastollisesti merkitsevat korrelaatiot geenien ja Kraken -analyysin mikrobiryhmien valilla. Tilastollisesti merkitsevat

korrelaatiot tutkittujen geenien ja sellaisten mikrobiryhmien valilla, joiden kohdalla ei 16ytynyt tilastollisesti merkitsevaéd eroa HCR - ja LCR -

rottien valill4&. Rho= Spearmanin jarjestyskorrelaation, p<0,05.
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