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Paksusuolensydpdd pidetddn eliméntapasairautena, se on kolmanneksi yleisin
syOpdtyyppi maailmanlaajuisesti. Paksusuolensytvan kasvaimet jaetaan joko
vasemman- tai oikeanpuoleisiin, riippuen missd paksusuolen osassa ne
sijaitsevat. Suurin osa kasvaimista on vasemmanpuoleisia, mutta
oikeanpuoleisen kasvaimen potilailla on huonompi ennuste. Kasvaimissa on
havaittu puoleisuuseroja muun muassa mikrobiston koostumuksessa ja
tulehdustilassa. Oikeanpuoleisiin kasvaimiin liittyy useammin myos vakavia
tulehdustiloja ja niissd on havaittu runsasta mikrobikerrostuman eli biofilmin
muodostusta. Biofilmin tiedetddn lisddvan sytokiinien CCL2/MCP-1 ja
Interleukiini-6:n maddrdd. Tarkkoja syitd kasvainten puoleisuuseroille ei
kuitenkaan tiedetd, joten tédssd tutkielmassa tutkittiin edelleen puoleisuuseroja
suoliston mikrobikoostumuksessa ja tulehdustekijoiden ilmentymisessa.
Aineisto kerittiin kahdeksalta Keski-Suomen sairaanhoitopiirin kirurgian
yksilossd leikattavilta potilailta, jotka vapaaehtoisesti rekrytoitiin SUOPA-
tutkimukseen, jota Pro gradu -tutkielma on osana. Potilaiden ulostendytteistd ja
kasvaimista analysoitiin mikrobikoostumus sekvensoimalla bakteerien
16S rRNA -geeni. Sytokiinien ja Tollin-kaltaisen reseptori 5:n geeniekspressio
madritettiin kasvainnaytteistd kvantitatiivisella PCR:1l4. Tilastolliset analyysit
suoritettiin geeniekspression osalta SPSS-ohjelmistolla ja mikrobikoostumuksen
osalta CLC Microbial Genomics -ohjelmistopaketilla. Pieni otoskoko osoittautui
tilastollisesti haastavaksi, joten geeniekspression suhteen puoleisuuseroissa ei
havaittu merkitsevdd ero. Merkittdva ero havaittiin kasvainndytteissd yhden
bakteerilahkon, Clostridiales (p=0,02), sekd viiden bakteerisuvun; Family XIII
AD3011 group (p=0,05), Roseburia (p=0,02), Ruminiclostridium 9 (p=0,03) sekd
neljain  Asteroleplasma (p=0,02; p=0,03; p=0,04 & p=0,05) ja kahden
Christensenellaceae R-7 group (p=0,03 & p=0,04) -suvulle kuuluvan OTU:n suhteen.
Suurin osa bakteereista kuuluu firmikuuttien pddjaksoon, jonka maédran
tiedetddn kohonneen paksusuolensyovan potilailla. Merkittdvat bakteerit
esiintyvat oikeanpuoleisen kasvaimen potilailla runsaimpina, mutta
tutkimuksissa ne linkittyvdt suurempaan esiintyvyyteen vasenpuoleisen
kasvaimen potilailla, tosin kaikkien roolia suolistossa ja paksusuolensyovassa ei



ole yhtd hyvin tutkittu. Aineiston ollessa pieni, tulevaisuudessa havaintoja tulisi
tutkia suuremmalla mééralla.
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Colorectal cancer is the third most common cancer in the world. It is considered
a lifestyle disease. Colorectal cancer is divided into right-sided and left-sided cancer
tumours depending on their location in the colon. Most tumours are left-sided, but
the right-sided ones have a worse prognosis. Side differences include gut microbiota
and inflammation levels. Right-sided tumours have a higher inflammation rate and
they have been shown to contain more bacteria-related biofilms. It has been
demonstrated that biofilm increases cytokines Interleukin-6 and CCL2/MCP-1 in the
tumour microenvironment, which are the most common cause of inflammation in
colorectal cancer. The reasons for tumour sidedness are largely unclear, which is
why the effects of sidedness on microbiota and inflammatory factors in colorectal
cancer were studied in this thesis. The samples and data were collected from eight
colorectal cancer patients who were operated on in the Central Finland Health Care
District. They were voluntarily recruited to SUOPA research of which this MSc thesis
is part. From stool and tumour samples the microbiota was analysed by sequencing
the bacterial 16S rRNA gene. The gene expression of cytokines and Toll-like receptor
5 from tumour samples was defined by quantitative real-time PCR. Statistical
analyses of gene expression were done with the SPSS program and statistical
analyses of the microbiota with the CLC Microbial Genomics program. The small
sample size proved to be challenging, not providing significance in gene
expression. However, statistical significance was observed in one bacterial order,
Clostridiales (p=0,02), and in five bacterial genera including Family XIII AD3011
group (p=0,05), Roseburia (p=0,02), Ruminiclostridium 9 (p=0,03), four
Asteroleplasma (p=0,02; p=0,03; p=0,04 & p=0,05) and two Christensenellaceae R-7
group (p=0,03 & p=0,04) of OTUs. Most of these belong to Firmicutes, which is
known to be elevated in patients with colorectal cancer. All the bacteria have been
associated with increasing levels in left-sided tumour patients, but the role of
some of them in gut and colorectal cancer is not well studied. As the material was
small, bigger sample sizes should be studied in the future.
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SANASTO JA LYHENTEET

Sanasto

Adenooma
Biofilmi
Flagelliini
Mikrobiomi
Neoplasia
Proliferaatio

Lyhenteet
CCL2/MCP-1
IL

MMR

MSI

PSS
TLR

Hyvilaatuinen kasvain rauhaskudoksessa
Jarjestaytynyt bakteerikerrostuma
Bakteerisiiman rakenneproteiini
Mikrobien yhteiso suolistossa

Kasvaimen muodostuminen

Lisdantynyt solukasvu

kemokiini (C-C-motiivi) ligandi 2 (eng. CC chemokine
ligand 2) / monosyytti kemoattraktiivinen poteiini-1
(eng. monocyte chemoattractant protein-1)

interleukiini

DNA:n kopiovirheen oikolukuprosessi (eng. mismach
repair)

mikrosatelliitti-instabiliteetti (eng. microsatellite
instability)

paksusuolensyopa

Tollin kaltainen reseptori (eng. Toll-like receptors)



1 JOHDANTO

Pdivitetyn Maailman terveysjdrjeston (eng. World Health Organization, WHO)
julkaisema IARC World Cancer -raportin (2020) mukaan vuonna 2018
maailmanlaajuisesti paksusuolensyopdd (PSS) (eng. colorectal cancer) sairasti 1,85
miljoonaa ihmistd, se on kolmanneksi yleisin syopatyyppi niin miehilld kuin
naisilla. Vuonna 2018 kuolleisuus PSS:ddn oli toiseksi suurin syy
syopdkuolemista, 881 000 kuolemalla (Senore ym. 2020).

PSS:dd pidetddn elaméantapasairautena, silld sairauden riski on suuri maissa,
joiden inhimillisen kehityksen indeksi (eng. human development index, HDI) on
korkea tai hyvin korkea. Suurin osa ndistd maista luokitellaan niin
sanotusti “kehittyneiksi” maiksi (Bray 2014). Sairastavuutta esiintyykin eniten
lansimaalaisissa maissa, kuten Australiassa ja Euroopassa, ndilld mantereilla
kuolleisuus on kuitenkin matala verrattuna esiintyvyyteen. Yhtend syynd on se,
ettd maiden terveydenhuolto mahdollistaa sairauden hoidon ja loytymisen
riittdvan varhaisessa vaiheessa (Senore ym. 2020, Soerjomataram ja Bray 2020).
Tapausten mddrd onkin pysdhtynyt tai jopa laskenut seulonnan takia yli
55-vuotiaalla vdestolld; esimerkiksi Yhdysvalloissa, Australiassa ja Kanadassa.
Tdstd huolimatta korkean HDI:n maissa esiintyvyysluvut ovat pysyneet
korkeimpina (Arnold ym. 2017, Soerjomataram ja Bray 2020). Tapausten madran
on myo6s huomattu nousevan nuoremmilla ikédpolvilla tietyissd korkean HDIL:n
maissa, kuten Japanissa, Turkissa ja Costa Ricassa (Soerjomataram ja Bray 2020);
myo6s Euroopassa 2049 ikédluokan ihmisillda PSS:in esiintyvyys on lisddntynyt
(Vuik ym. 2019). Pienimmait luvut sairastavuudessa on Lansi-Afrikan maissa
(Ferlay ym. 2014).

Kuolleisuus suhteutettuna esiintyvyyteen on suuri maissa, jotka ovat
siirtymavaiheessa, ldpikdyden sosioekonomista kehitystd. Naissd maissa, kuten
monissa Latinalaisen Amerikan valtioissa, omaksutaan ldnsimaalaisia
eldmdntapoja, mutta valtioiden rajoitettu terveydenhuolto ei pysty tarjoamaan
syovdn varhaista havaitsemista tai riittdvaad hoitoa (Senore ym. 2020).

Suomessa PSS:ddn sairastuu vuosittain keskimddrin 1127 naista ja 1117
miestd. Suurin riski sairastua on 80-84-vuotiailla miehilld, suurimmillaan riski
kuolla PSS:ddn on myods miehilld, jotka ovat yli 85-vuotiaita. Keskimé&arin
vuosittain Suomessa PSS:ddn kuolee 430 naista ja 428 miestd (Syopdrekisteri
2020).

On tiedetty jo pitkddn, ettd ruokavalio vaikuttaa riskiin sairastua PSS:aan.
Tabung ym. (2012) tunnistivat kaksi pddasiallista ruokavaliotyyppid
analysoidessaan tutkimuksia pddkomponenttianalyysilli (eng. principal
components analysis, PCoA), mitkd joko lisddvét tai laskevat sairastumisen riskia.
Matalamman riskin ruokavaliotyyppi, eli niin sanottu terveellinen ruokavalio,
koostuu pitkalti taysjyvaviljasta, kasviksista ja hedelmistd, linssistd, pahkinoistd,
kalasta ja muista meren antimista sekd maidosta ja maitotuotteista.
Ruokavaliotyyppi, joka johtaa kohonneeseen PSS:n riskiin eli epaterveelliseksi
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kutsuttu ruokavalio, sisédltdd paljon prosessoitua ja punaista lihaa, puhdasta
viljaa, sokerilla makeutettuja juomia, jdlkiruokia sekd perunaa. Riski suurenee
myds, kun elamédntapaan kuuluu paljon istumista ja vahan fyysistd aktiivisuutta.
Ylipaino, lihavuus ja tyypin 2 diabetes ovat myos PSS:n riskitekijoitd (Johnson
ym. 2013, Pearson-Stuttard ym. 2018).

Tutkimuksissa on yhd enemmdn saatu viitteitd, ettd suolistossa eldvilld
mikrobeilla on myds oma merkityksensa PSS:ssd (Kohoutova ym. 2014, Gao ym.
2015, Wirbel ym. 2019). On selvéd, ettd PSS:ssd suoliston mikrobien yhteiso eli
mikrobiomi (eng. microbiota) on erilainen verrattuna terveisiin yksiloihin
populaation sisdlld, silld terveen mikrobiomin koostumukseen vaikuttaa myos
maantieteellinen (Yatsunenko ym. 2012, He ym. 2018) sek& geneettinen (Lopera-
Maya ym. 2022) tausta. Poikkeava suoliston mikrobisto eli dysbioosi ja pitkdan
jatkunut krooninen tulehdus, joka on tulehduksellisten suolistosairauksien (eng.
inflammatory bowel diseases, IBD); haavaisen koliitin ja Crohnin taudin; oireita
(Bernstein ym. 2001, Jess ym. 2012, Jussila ym. 2013), ovatkin PSS:ddn
yhdistettdvid tekijoita (Wu ym. 2013, Gao ym. 2015). On tunnistettu, ettd
dysbioosi johtuu valtaosassa tapauksissa joistakin patogeenisitd tai
patogeenisyyteen liittyvistd (eng. pathogen-associated) bakteerisuvuista, joiden
médrd suolistossa on lisddntynyt. Ndihin lukeutuvat myos suun patogeenisid
bakteerisukuja, joita terveessd suolistossa ei yleisesti esiinny (Flemer ym. 2017,
Thomas ym. 2019). Suolistomikrobisto on hyvin dynaaminen ja sen tasapainon
muutoksiin voivat vaikuttaa lisidksi muun muassa ruokailutottumukset,
vanheneminen seké terveydentilan vaihtelut (Claesson ym. 2011, David ym. 2014,
Yeoh ym. 2021).

1.1 Paksusuolensyopa

Perinnolliset ituratamutaatiot tai yksilolle kehittyvien kudossolujen somaattiset
mutaatiot altistavat syovélle. Syopd kehittyy paksusuolessa jdrjestyksessd
esiintyvien geneettisten vinoumien takia. PSS:n esimerkillinen kehityksen malli
on, ettd kiintedt kasvaimet kehittyvdt pettdneesti DNA:n kopiovirheen
korjausjérjestelmastd, niin kutsutusta oikolukuprosessista (eng. mismatch repair,
MMR) tai kromosomaalisesta epavakaudesta (eng. chromosomal instability, CIN),
jolloin somaattiset mutaatiot ja epigeneettiset muutokset kasautuvat (Shivdasani
2020). MMR:n suhteen PSS:n kasvaimet voidaan jakaa kahteen ryhmaidn; MMR,
joka on riittdiméton (eng. deficient) korjaamaan DNA virheitd (AMMR) ja MMR,
joka toimii normaalisti (eng. proficient) (pMMR). Seurauksena mikrosatelliitti-
instabiliteetti (MSI) on joko korkea (eng. high) (AMMR-MSI-H) tai matala
(eng. low) (PMMR-MSI-L). Ndiden kasvaimien geneettinen profiili ja proteiinin
tuotanto eroavat, mikd vaikuttaa muun muassa immunoterapiaan (Ganesh ym.
2019).

Lihes kaikki PSS:n kasvaimet saavat alkunsa, kun suolen normaalissa
epiteelikudoksessa tapahtuu mutaatio portinvartijageenissa (eng. gatekeeper gene),
joka PSS:ssd yleensd on inaktivoitunut APC-geeni (adenomatous polyposis coli). Se
on merkittdava [-kateniinin hajottamisessa solussa. Ilman toimivaa APC-
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proteiinia, -kateniinin konsentraatio solussa kasvaa, jolloin se siirtyy tumaan,
jossa se edistdd solun lisdkasvua eli proliferaatiota (eng. proliferation) (Kinzler ja
Vogelstein 1996, Jones ym. 2008). Tdmad saa aikaan kudosmuutoksen, jossa solut
ovat epdnormaaleja ja niiden jdrjestys on poikkeava, eli dysplasian (Lyly 2011,
Brennan ja Garrett 2016). Seurauksena on hyvilaatuisen rauhaskasvaimen eli
adenooman kehitys. Seuraava mutaatio BRAF- tai KRAS-geenissd kasvattaa
adenooman suuruutta >1 cm (Vogelstein ym. 1988, Jones ym. 2008).
Pahalaatuisia piirteitd ja adenooman muuttumisen pahalaatuiseksi kasvaimeksi
eli adenokarsinoomaksi seuraa, esimerkiksi TP53- (Baker ym. 1989), PIK3CA-
(Samuels ja Velculescu 2004) ja SMAD4-onkogeenien takia (Jones ym. 2008).
Téssd vaiheessa kasvain tunkeutuu limakalvon alaiseen kudokseen (Bernnan ym.
2016). Arvioidaan, ettd 40 % PSS:n kasvaimista kehittdd etdpesdkkeiden
muodostusta eli metastasointia, joista 80 % esiintyy maksassa (Manfredi ym. 2006,
Tsikitis ym. 2014).

1.1.1 Paksusuolensydvin kasvainten puoleisuus

Paksusuolen puoleisuus on erotettavissa biologisesti (lacopetta 2002) jo
paksusuolen eli koolonin terveessd kudoksessa muun muassa geeniekspression
(Glebov ym. 2003) ja DNA-metylaation (Menigatti ym. 2009, Kaz ym. 2014)
suhteen. Tdhdn voi olla syynd se, ettd nouseva koolon ja noin kaksi kolmasosaa
poikittaisesta koolonista kehittyvit sikidaikana alkion suolen keskiosasta (eng.
midgut). Loppu osa eli yksi kolmasosa poikittaisesta koolonista, laskeva koolon
sekd sigmasuoli ja perdsuoli kehittyvat alkion suolen alaosasta eli takasuolesta
(eng. hindgut) (Schoenwolf ym. 2015). Paksusuolenkasvaimet luokitellaankin
siten oikeanpuoleisiksi (eng. proximal), kun ne sijaitsevat suolessa ennen koolonin
vasenta mutkaa ja mutkan jdlkeiset vasemmanpuoleisiksi (eng. distal) (kuva 1)
(Beart ym. 1983, Bufill 1990, Stintzing ym. 2017). On kuitenkin hyva huomioida,
ettd paksusuolen syopd ja perdsuolen sydpd ovat kaksi eri sairautta (Kneis ym.
2023).

Kasvaimissa ~ on  huomattu  puoleisuuseroja = muun  muassa
molekyylibiologiassa, mikrobikoostumuksessa sekd mutaatioprofiilissa (Bufill
1990, Gao ym. 2015, Lan ym. 2015). Oikeanpuoleisiin kasvaimiin on yhdistetty
runsas DNA:n hypermetylaatio (eng. CpG island methylator phenotype-high,
CIMP-H), MSI-H sekd BRAF-mutaation suurempi esiintyminen samanaikaisesti
(Barault ym. 2008). Oikeanpuoleisissa kasvaimissa ilmeneekin yleisimmin
viallisen MRR:n aiheuttamat DNA-replikaatio virheet (Kim ym. 1994) ja
suurempi madrd onkogeenisid muutoksia (Yaeger ym. 2018). Patel ym. (2018)
havaitsivat oikeanpuoleisissa kasvaimissa myos yleistyneen tulehdusreaktion ja
T-solujen lisdantyvyyden.

Vasemmanpuoleisissa kasvaimissa on runsaammin TP53- ja APC-
mutaatioita (Yaeger ym. 2018), yleisempdda on my6s korkea-CIN
(eng. CIN-high), jolloin KRAS-mutaation esiintyvyys saattaa olla korkeampi
(Wielandt ym. 2020). Mutaatiot KRAS-geenissd jakautuvat kuitenkin
tasaisemmin kasvainten puoleisuudessa (Hutchins ym. 2011). Tarkkoja syita
puoleisuuseroille ei tiedetd. Todetuista kasvaimista yli puolet ovat
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vasemmanpuoleisia (Hemminki ym. 2010), oikeanpuoleisilla on todettu olevan
huonompi ennuste (Wong 2010, Loupakis ym. 2015).

Poikittainen koolon %
Koolonin

A vasen mutka

| V.

Nouseva Laskeva
koolon koolon
Vasemmanpuoleinen
Perasuoli \ )
Sigmasuoli
Kuval.  Paksusuolensytvan kasvaimet luokitellaan oikean- tai vasemmanpuoleisiksi.

Kasvaimet ennen koolonin vasenta mutkaa ovat oikeanpuoleisia ja mutkan
jilkeiset vasemmanpuolen kasvaimia. Katkoviiva kuvastaa sitd, ettd
paksusuolen sydpd ja perdsuolen syopd ovat eri sairauksia (Stingzing ym. 2017,
Kneis ym. 2023).

1.2 Swuolisto mikrobisto

Ruoansulatuskanavassa esiintyy mikrobeja koko sen pituudelta. Suussa ja
nielussa on omat bakteerinsa (Aas ym. 2005, Andersson ym. 2008). Ruokatorvi ei
ole kovin monimuotoinen bakteerisukujen suhteen ja mahalaukun bakteerisuvut
ovat suurelta osin samoja, kuin suun ja ruokatorven bakteerit (Pei ym. 2004, Bik
ym. 2006). Ohutsuolessa bakteerien mddrd lisddantyy ja mitd pidemmialle
ruoansulatuskanavan loppupditd edetddn, sen suuremmaksi bakteerien méaara
ja kirjo kasvavat (Hayashi ym. 2005, Wang ym. 2005). Paksusuolen
keskimddrdiseksi bakteerimddrdksi on arvioitu 4x10%4, joka on ylivoimaisesti
kehon runsain mikrobiymparistd, vahintddn kahden suuruusluokan verran
verrattuna muihin elimiin (Sender ym. 2016). Paksusuolessa mikrobit tuottavat
tuhansia aineenvaihduntatuotteita eli metaboliitteja (Valdes ym. 2018). Ulosteen
massasta ajatellaan olevan 50-60 % bakteerisoluja (Stepehn & Cummings 1980).
Bakteerien lisdksi suolistossa on normaalisti mys arkeoneja, eukaryootteja seka
viruksia (Qin ym. 2010).

Koska mikrobiston toiminta suolistossa on valtava, on sen tasapaino
elintarkedd homeostaasin kannalta. Se vaikuttaa esimerkiksi metaboliaan,
immuniteettiin, sairauksien ehkdisyyn, patogeenisten bakteerien kolonisaatioon,
ravintoaineiden imeytymiseen, pH-tasapainoon ja solusignalointiin (Rinninella
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ym. 2019). Suolistomikrobisto koostuu péddasiassa bakteroidien ja firmikuuttien
pddjaksoista, jotka muodostavat yhdessd noin 90 % mikrobiomista (Eckburg ym.
2005, Tap ym. 2009, King ym. 2019). Muita péddjaksoja, joita suolistosta 16ytyy
jonkin verran ovat muun muassa verrukomikrobit, aktinobakteerit,
proteobakteerit sekd fusobakteerit (Eckburg ym. 2005, Tap ym. 2009).

King ym. (2019) raportoivat, ettd neljd yleisintd bakteeriluokkaa,
verrattaessa yksittdisid ndytteitd, ovat bakteroideihin kuuluva Bacteroidia,
firmikuutteihin kuuluva Clostridia, aktinobakteereihin kuuluva Actinobacteria
sekd proteobakteereihin kuuluva Gammaproteobacteria. Kolme yleisintd heimoa
ovat jdrjestyksessd Bacteroidaceae, Lachnospiraceae ja Ruminococcaceae. Muita
yleisempid heimoja, jotka ylittivat maarallisesti 1 %:m ovat Bifidobacteriaceae,
Enterobacteriaceae, Odoribacteraceae, Rikenellaceae sekd Tannerellaceae. Kun
yksittdisistd havaintoaineistoista koottiin metaboliaprofiili, saatiin yleisimmiksi
bakteeriheimoksi jdrjestyksessd Bacteroidaceae, Enterobacteriaceae, Akkermansiaceae,
Rikenellaceae ja  Ruminococcaceae. Tdssd tutkittiin  suurimmaksi osaksi
lansimaalaisia. He totesivat myos, ettd matalammissa taksonomian tasoissa,
kuten lajitasolla, on enemmédn maantieteellistd hajanaisuutta mikrobiomin
monipuolisuuden suhteen. Ylemmissa taksonomisissa tasoissa
yhdenmukaisuutta on enemmdn. Esimerkiksi suurimmalla osalla
lansimaalaisista yleisin bakteerisuku suolistossa on bakteroidien pé&djaksoon
kuuluva Bacteroides (Nishijima ym. 2016, King ym. 2019), mutta japanilaisilla se
on aktinobakteereihin kuuluva Bifidobacterium (Nishijima ym. 2016). Vaikka
Bacteroides-suvun bakteerit ovat suolistossa kommensaaleja, voivat ne olla
patogeenisid ja olla syynd esimerkiksi infektion syntyyn. Mikali suvun bakteerit
pddsevdt pakenemaan suolesta, voivat ne aiheuttaa muun muassa
bakteeriverisyyttd (eng. bacteremia) (Wexler 2007). Puolestaan Bifidobacterium-
suvun ajatellaan edistdvan terveyttd (Lee ja O’Sullivan 2010). Tap ym. (2009)
raportoivat, ettd normaalissa suolistossa vallitsevat bakteerisuvut; Bacteroides,
Ruminococcus, Dorea, Alistipes, Faecalibacterium, Eubacterium ja Bifidobacterium
(taulukko 1).

Terveen yksilon normaalia suolistomikrobiston koostumusta ei kuitenkaan
ole vield selvitetty. Suoliston mikrobeille on kuitenkin ehdotettu pysyvit ydin
kolonisaatiot, jotka jokainen vallitsisivat omissa ekosysteemeissddn ja pysyisivét
tiettyjen bakteerien osalta muuttumattomina ldpi aikuisidin. Muutokset
vaikuttaisivat ennemminkin ndiden bakteerein maaraan kuin tiettyihin sukuihin.
Kolmeksi yleisimmaéksi suolistoyhteisoksi, eli enterotyypeiksi, on ehdotettu
Bacteroides-, Prevotella- tai Ruminococcus-sukujen vallitsemat ryhmét, eivitkd ne
madrdytyisi kansallisuuden, ravitsemuksen tai terveydentilan mukaan. Eri
enterotyypit ovat toiminnallisesti erilaisia ja esimerkiksi niiden vitamiinin
tuotantotehokkuus varioi keskenddn. Ne voisivat myos selittdd yksilolliset
vasteet esimerkiksi ruokavalioon tai lddkkeisiin ja vaikuttaa yleiselld tasolla
sairastavuuteen tai terveyteen (Arumugami ym. 2011, Huse ym. 2012, Rajili¢-
Stojanovi¢ ym. 2013).



Taulukko 1. Suolistossa yleisesti esiintyvid bakteereja. Taulukkoon on koottu terveen pak-
susuolen mikrobeja. Bakteerien osuudet vaihtelevat yksilsilld, mutta
firmikuutit ja bakteroidit ovat normaalisti hallitsevia padjaksoja suolis-
tossa (Tap ym. 2009, King ym. 2019, Rinninella 2019).

Pédjakso Luokka Heimo Suku
Firmikuutit Clostridia Eubacterium
Clostridiaceae Faecalibacterium
Lachnospiraceae Dorea
Ruminococcaceae Ruminococcus
Bakteroidit Bacteroidia Prevotellaceae Prevotella
Rikenellaceae Alistipes
Bacteroidaceae Bacteroides
Tannerellaceae Parabacteroides
Odoribacteraceae
Aktinobakteerit Actinobacteria Bifidobacteriaceae Bifidobacterium
Verrukomikrobit Verrucomicrobia Akkermansiaceae Akkermansia
Proteobakteerit Gamma Enterobacteriaceae Escherichia-
proteobacteria Shigella

Paksusuolessa mikrobit ovat aineenvaihdunnallisesti aktiivisia. Ne
fermentoivat proteiineja, ruoansulatuskanavassa syntyvdd limaa seka
ravintoaineita digestasta, joka on koostumukseltaan pé&ddasiassa sulamatonta
kuitua ja hiilihydraattia (Topping ja Clifton 2001, Valdes ym. 2018). Mikrobit
tuottavat aineenvaihdunnallisesti muun muassa lyhytketjuisia rasvahappoja;
vitamiineja; kaasuja, kuten hiilidioksidia, vetyd ja metaania; aminohappoja sekéa
hajuja tuottavia molekyylejd, esimerkiksi indolia, skatolia, amiineja,
ammoniakkia ja rikkivetyd (Rowland ym. 2017).

1.2.1 Suolistomikrobit paksusuolensyovassa

Kaikki suolen mikrobien tuottamat metaboliitit eivit ole terveydelle suotuisia
molekyyleja. Tietyt mikrobit voivat edistdd syovan kehittymistd muun muassa
tuottamalla suolistomyrkkyjd eli enterotoksiineja, aiheuttamalla tulehdusta ja
oksidatiivista stressid (Pandey ym. 2023). Tutkimuksissa on havaittu, ettd suolen
mikrobisto eroaa merkitsevasti niin kudoksessa (Chen ym. 2012, Sanapareddy
ym. 2012, da Costa ym. 2022) kuin ulosteessa (Wang ym. 2011, Zeller ym. 2014,
Baxter ym. 2016, Allali ym. 2018) terveiden yksiloiden ja PSS:dd sairastavien
vdlilld. Eron voi havaita mikrobiston koostumuksessa jo terveen kudoksen ja
kasvaimen mikroympaériston vailillda PSS:n potilailla (Burns ym. 2015, Gao ym.
2015, Cremonesi ym. 2018, Choi ym. 2021). Suurimmassa osassa ndistd
tutkimuksissa kolme suurinta pddjaksoa ovat jdrjestyksessd firmikuutit,
bakteroidit ja proteobakteerit, mutta niiden mééréat varioivat tutkimusten valilla.
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Esimerkiksi firmikuutteja ei aina yhdistetd PSS:dédn, silld osassa tutkimuksia
niiden mddrd on verrattain vdhdisempi syopdkudoksessa kuin terveessd
kudoksessa (Gao ym. 2017, Cremonesi ym. 2018, Choi ym. 2021). Fusobakteerien
pddjakso lisddntyy merkitsevdsti PSS:dd sairastavien ulosteessa ja syovan
mikroymparistossd (Zeller ym. 2014, Burns ym. 2015, Cremonesi ym. 2018).
Sukutasolla PSS:n potilailla on havaittu Bacteroides-, Roseburia-, Ruminococcus- ja
Oscillibacter-sukujen lisddntynyt madrd sekd bakteerisukuja, jotka ovat suun
patogeenejd, kuten Fusobacterium, Parvimonas, Peptostreptococcus sekd
Porphyromonas (Flemer ym. 2017).

Todennidkoistd on, ettd PSS:n mikroympdristolle tyypillinen mikrobisto on
muodostunut jo ennen kasvaimen alkua, ja siten vaikuttaa sydvan synnyn
alkuvaiheissa ja etenemisessd (Kohoutova ym. 2014, Flemer ym. 2017). Vaikka
terveiden mikrobikoostumus suolessa voi varioida populaatioiden valilld, on
mahdollista, ettd PSS:ddn liittyvdan dysbioosin mikrobiominen tausta olisi
maailmanlaajuinen (Yu ym. 2017). Ulosteen bakteeriprofiilin on my6s havaittu
eroavan PSS:n kehityksen erivaiheissa, jolloin tietyt bakteerisuvut ja -lajit
voisivat toimia indikaattoreina mikrobiomin muutoksesta kasvaimen
muodostumisessa eli neoplasiassa (Zeller ym. 2014, Wu ym. 2021).

Suolistomikrobiston tiedetddn varioivan PSS:n  primaarikasvaimen
sijainnin perusteella (Dejea ym. 2014, Kohoutova ym. 2014, Gao ym. 2015, Flemer
ym. 2017). Vasemmanpuoleisissa kasvaimissa on havaittu enemmén Escherichia-
Shigella-, Fusobacterium- ja Leptotrichia-suvun bakteereita (Gao ym. 2015).
Oikeanpuoleisista kasvaimista on 16ytynyt muun muassa suhteessa enemman
Pyramido-bacterium-,  Prevotella-, ~ Peptostreptococcus- ja  Selenomonas-sukuja
verrattuna vasemmanpuoleisiin. Dejean ym. (2014) havaitsivat tutkimuksessaan
runsaan jdrjestaytyneen bakteerikerrostuman, niin kutsutun biofilmin, olevan
vahvasti yhteydessa oikeanpuoleisiin kasvaimiin. He totesivat, ettd biofilmi lisaa
interleukiini-6:n (IL-6) eritystd suolen epiteelisoluista, myos niilld terveilld
kontrolleilla, joilla biofilmid I6ytyi suolistosta ilman kasvaimia. Taméan
perusteella biofilmin kehittyminen voisi laukaista karsinogeenisen tulehduksen
kudoksessa. Biofilmi muodostuu suolen sisemmassa limakerroksessa, joka on
normaalisti vapaa mikrobeista. Tamédn takia bakteerit ovat siten suorassa
kosketuksessa epiteelisoluihin  (Kenis ym. 2013). Eroa mikrobiston
koostumuksessa PSS:n puoleisuuseroissa on kartoitettu kuitenkin vasta vahan.

1.3 Tulehdus ja paksusuolensyopa

Tulehduksellinen mikroymparisté on tyypillinen syévdn ominaisuus ja
kasvaimen levidmistd tukeva reaktio, myos niissd syopatapauksissa, jotka eivit
ole seurausta tulehduksesta (Borello ym. 2005, Mantovani ym. 2008). Tulehdus
itsessddan on immuunipuolustuksen fysiologinen vaste vauriosta ja
tulehduksellisia tekijoitd vastaan. Se on seurausta esimerkiksi haavan
paranemisesta, dkillinen tulehdus hdvidd itsestddan tulehdusta estdvien aineiden,
eli anti-inflammatoristen molekyylien avulla (Hanahan ja Weinberg 2011,
Pecorino 2012).



Yhteys syovan ja tulehduksen vililld muodostuu kahdesta reitistd. Toisessa
tulehduksellinen tila kasvattaa syopdriskid ja tdmd mielletddn ulkopuolelta
tulevaksi tulehdukseksi (eng. extrinsic inflammation). Tdhdn lukeutuvat syyt, jotka
laukaisevat kroonisen tulehduksen, kuten infektio ja autoimmuunisairaus. PSS
onkin yksi niistd syopéatyypeistd, joihin taméa tulehduksellinen reitti vaikuttaa
merkittdvasti (Mantovani ym. 2008), silld paksusuolen krooninen pitkdaikainen
tulehdus johtaa syovan kasvavaan riskiin eli se edistdd karsinogeenisyytta.
Pitkdaikainen tulehduksellinen suolistosairaus lisddkin PSSin  riskid
2,4-Kkertaisesti muuhun vdestoon verrattuna (Bernstein ym. 2001, Jess ym. 2012,
Jussila ym. 2013).

Toinen tulehdukseen johtava reitti aktivoituu geneettisten tapahtumien
takia, muuttaen solujen normaalia toimintaa. Ndmé& solut tuottavat muun
muassa tulehdusvilittdjdaineita, luoden syoville ominaisen tulehduksellisen
mikroympdriston. T&td ajatellaan sisdsyntyisend tulehduksena (eng. intrinsic
inflammation) ja se on syovastd johtuva tulehdus (eng. cancer-related inflammation)
(Mantovani ym. 2008).

Yksi merkittdvd tulehdusvilittdjdaine on proinflammatorinen sytokiini
IL-6, jonka tuotanto lisddntyy tulehdusreaktiossa muun muassa infektioissa ja
immuunivasteen aikana (Silvennoinen ja Hurme 2003). Silld on patogeeninen
rooli PSS:ssd, edesauttaen epiteelisolujen proliferaatiota (Brennan ja Garrett 2016).
IL-6 esimerkiksi myotdvaikuttaa verisuonten kehittymistd, eli angiogeneesid
kasvainkudoksessa (Nagasaki ym. 2014) ja myds metastasointia (Achizawa ym.
2006). Sen pieni mddrd seerumissa ennustaa leikattujen PSS:n potilaiden
pidempadd tautivapaata eloonjadmisjakoa (eng. disease-free survival) (Xu ym. 2016),
vastaavasti korkea pitoisuus yhdistetddn potilaiden huonoon ennusteeseen
(Feng ym. 2023).

IL-6:n lisdksi kasvaimen mikroymparistossa yleinen on myos sytokiini
kemokiini (C-C-motiivi) ligandi 2 (eng. CC chemokine ligand 2, CCL2), toiselta
nimeltddn monosyytti kemoattraktiivinen poteiini-1 (eng.  monocyte
chemoattractant protein-1, MCP-1). Sen mddrdn on havaittu lisdédntyvan PSS:n
kudoksessa (Baier ym. 2005) ja edistdvan kasvaimen muodostumista suolistossa
(McClellan ym. 2012). CCL2/MCP-1:n tiedetddn olevan merkittdvd makrofageja
houkutteleva kemokiini syovdan mikroymparistossd, mikd tukee kasvaimen
kasvua (Bailey ym. 2007). Niilld kahdella sytokiinilla, IL-6 ja CCL2/MCP-1, on
toisiaan avustava vaikutus ja niiden epdnormaali sddtely edistdd syovan
selviytymistd. Nididen sytokiinien on huomattu parantavan M2-tyypin
makrofagien toimintaa (Roca ym. 2009). Ne myos ehkdisevit solukuolemaa eli
apoptoosia (Liu ym. 2007). Vaikka tulehduksellisia tekijoitd on yhdistetty
PSS:dén, ei IL-6:n ja CCL2/MCP-1:n merkitystd kasvaimen puoleisuuseroissa ole
tutkittu.



1.3.1 Tulehdus ja suolistomikrobisto

Biofilmin muodostuksessa merkittdvid ovat bakteerien siimat eli flagellat, jotka
ovat tiettyjen bakteerien liikkumiselimid (Belas 2013). Siimallisten
bakteeripopulaatioiden méadran on todettu kasvavan hiirilld, joiden ihon alle
istutettiin PSS:n soluja (Pekkala ym. 2019). Lisdksi flagellan pé&dasiallisen
rakenneproteiinin eli flagelliinin on osoitettu aiheuttavan tulehdusta (Sanders
ym. 2006) ja se on yhdistetty suurempaan PSS riskiin miehilld (Kong 2016).

Tollin kaltaiset reseptorit (eng. Toll-like receptor, TLR) tunnistavat seka
kommensaalisten ettd patogeenisten bakteerien tuottamia molekyylejd (Takeda
ym. 2003) ja flagelliinille tima on TLR5 (Hayashi ym. 2001). TLR5 ilmentyy vasta
kun flagelliiniproteiini pddsee suolen epiteelin ldpi. Tamd aiheuttaa proteiinia
esittelevien  solujen  transkriptiota  sddtelevdn, transkriptiotekijoiden
proteiinikompleksin eli NF-xB-signaalireitin aktivoitumisen ja
proinflammatoristen sytokiinien, kuten IL-6:n, tuotannon lisddntymisen
(Gewirtz ym. 2001, Eaves-Pyles ym. 2001). Rheen ym. (2005) tutkimuksessa
vaurioitunut paksusuoli altistettiin flagelliinille, se tehosti tulehdusta ja
epiteelisolujen apoptoosia. Reaktiolla on merkitys koliitin kehittymisessd ja
etenemisessd.  Tulehduksellinen = mikroympaéristo  aiheuttaa  epiteelin
vaurioitumisen suolistossa, jolloin flagelliinin lisdksi muut mikrobien erittamat
tulehdukselliset molekyylit padsevit verenkiertoon. Flagelliinin onkin havaittu
lisddvan IL-6:n ja CCL2/MCP-1:n ilmentymistd viljellyissé PSS:n soluissa
(Pekkala ym. 2019).

Flagelliinia on tutkittu eri sydpatyypeissd, sen ilmentymisen vaikutus
kasvaimen edetessd on kuitenkin ristiriitainen. Varmuutta ei ole siitd edistdako
(Bohnhorst ym. 2006, Sfondrini ym. 2006) vai hillitseek6 (Rhee ym. 2008, Cai ym.
2011) sen ilmentyminen kasvaimen etenemistd. Sen takia on tdrked tuoda lisda
tietoa flagelliinin vaikutuksesta syovéssa.

1.4 Tutkielman tavoitteet

Tassd  tutkielmassa  selvitetddn  edelleen  flagelloitujen  bakteerien,
flagelliiniproteiinin ja tulehduksen merkitystd seka yhteytta PSS:ssd. Tavoitteena
on  tutkia  oikean- ja  vasemmanpuoleisten = kasvaimen  eroja
mikrobikoostumuksessa ja tulehdustekijoissi. Hypoteeseina ovat, ettd
mikrobikoostumus eroaa potilaiden vililld; potilailla, joilla on oikeanpuoleinen
kasvain, on suurentunut maééra flagelloituja bakteerisukuja seka lisaantynyt IL-
6, CCL2/MCP-1 ja flagelliini/TLR5 -tulehdustekijoiden ilmentyminen.
Potilaiden kasvainkudoksesta ja ulostendytteista analysoidaan
mikrobikoostumus, tunnistamalla bakteerien 16S ribosomaalisen RNA (rRNA)
-geenin nukleotidien tarkka jarjestys, eli geeni sekvensoidaan. Geeni koodaa
proteiinia 16S rRNA:ta, joka on ribosomin pienemmédn alayksikon, S30,
rakennusosa. Geenissd on yhdeksdan konservoitunutta aluetta, joilla on laajin
tietokanta verrattuna muihin geenikohteisiin. Tulehdustekijit maééaritetdan
kdantamalla kasvaimista eristetty ldhetti-RNA (mRNA) komplementaariseksi



DNA:ksi (cDNA), jotta kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio (QJPCR) voidaan
suorittaa geenien ilmentymistasojen analysoimiseksi.

2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Aineisto

Tutkielmassa kadytetty aineisto kerdttiin  kevadlla 2021 Keski-Suomen
Keskussairaalan rekrytoitavilta potilailta, jotka olivat kirurgian yksikossd
leikattavia PSS-potilaita. Tutkittavien rekrytointi Kkysyttiin ensimmdisen
poliklinikkakdynnin aikana, jolloin suostumus tutkimukseen pyydettiin.
Potilaita rekrytoitiin kaiken kaikkiaan kahdeksan ja he jakautuivat kahteen
ryhmadédn 1) potilaat, joilla on oikeanpuoleinen kasvain (3 henkilo) ja 2) potilaat,
joilla on vasemmanpuoleinen kasvain (5 henkil64).

Tutkittavien ikdd ei rajoitettu, mutta vajaavaltaisia potilaita tai alaikéaisid ei
rekrytoitu. Poissulkukriteerejd olivat myts muistisairaudet ja tulehdukselliset
suolistosairaudet, sekd antibioottikuuri enintddn kuukausi ennen leikkausta ja
ndytteenottoja. Juuri ennen leikkausta potilaille annettiin antibioottihoito.

Ennen leikkausta potilailta pyydettiin ulostendytteet, itse kerdttdviksi ja
toimitettavaksi  pakastettuina sairaalalle normaalikdynnin yhteydessa.
Leikkauksessa poistetut suolenosat suljettiin ompeleilla kuljetusta varten.
Leikatusta suolenosan kasvaimesta pakastettiin pala tutkimusta varten
patologian laboratoriossa. Naytteet késiteltiin  Jyvaskyldn  yliopiston
liikkuntatieteellisen tiedekunnan Liikunta- ja terveyslaboratoriossa.

2.2 Menetelmiit

Mikrobianalyysia varten uloste- ja kasvainndytteistd eristettiin DNA, joka
maédritettiin monistamalla (PCR I) ja tunnistamalla (PCR 1I) sekd sekvensoimalla
16S-rRNA:n vaihtelevat alueet V3-V4 (taulukko 2 ja 3). Tulehdukseen liittyvien
mRNA:iden ilmentymistasojen maédritystd varten kasvainndytteistd eristettiin
mRNA, joka kadnteiskopioijaentsyymin avulla muutettiin cDNA:ksi. Ennen
qPCR-geeniekspressioajoa suoritettiin alukkeiden validointi (taulukko 2 ja 4),
jotta optimaalinen lampétila ja cDNA:m laimennus tiedettiin.
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Taulukko 2. Polymeraasireaktioiden reagenssit mikrobi- ja tulehdusanalyyseissa.
Primer = aluke; forward primer = etualuke; reverse primer = taka-aluke.

Valmistaja per reaktio (pl)
PCR I Master Mix
mikrobianalyysi
SYBR Maxima (2x) Bio-Rad (lot. 0101718) 10
Forward Primer S-17 Metabion International 0,5
(10 M)
Reverse Primer A21 Metabion International 0,5
(10 M)
Nukleaasivapaa vesi Thermo Scientific 7
DNA templaatti 2
PCR II Master Mix
mikrobianalyysi
iQ SYBR Bio-Rad 10
P1 primer (10 pM) Metabion International 1
M13 primer (1 pM) Metabion International 1
Nukleaasivapaa vesi Thermo Scientific 6
PCR I templaatti 1
Yksilotunniste 1
Alukkeiden validointi
tulehdusanalyysi
SYBRGreen (2x) 10
Forward Primer 1
Reverse Primer 1
Steriilivesi 3
cDNA templaatti 5

Taulukko 3. Mikrobianalyysissa kaytetyt alukkeet PCR Ija PCR II -reaktioissa.
W = tymiinin tai adeniinin heikko vuorovaikutus.

Aluke Sekvenssi (5'— 3')
S-D-Bact- CCTACGGGNGGCWGCAG
0341-b-5-17
S-D-Bact-0785 GACTACHVGGGTATCTAATCC
a-A-21
P1-S-D-Bact- CCTCITCTATGGGCAGTCGGTGATGACTACHVGGGTATCTAATCC
0785-a
M13-5-D- TCTAAAACGACGGCCAGTCCTACGGGNGGCWGCAG
Bact-0341-b
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Taulukko 4. Tulehdusanalyysissa kdytettyjen etu- ja taka-alukkeiden sekvenssit.
Forward = etualuke; reverse = taka-aluke.

Aluke Sekvenssi (5'—3)
IL-6 forward ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG
reverse CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG
CCL2/ MCP-1 forward CAGCCAGATGCAATCAATGCC
reverse TGGAATCCTGAACCCACTTCT
TLR5 forward TCCCTGAACTCACGAGTCTIT
reverse GGTTGTCAAGTCCGTAAAATGC

2.2.1 Mikrobianalyysi

Ulostendytteet sulatettiin  huoneenldmmossd ja DNA eristettiin siihen
tarkoitetulla valmiilla tyokalupakkauksella (eng. kit) (Fecal DNA kit w/Beads,
Omni International, Kennesaw, GA ,USA) sekd homogenisoimalla alussa
ndytteet helmilld. Ohjaaja Satu Pekkala eristi DNA:n kasvainndytteistd ja
eristyksissd seurattiin valmistajan ohjeita. Ulosteesta ja kasvaimesta saatujen
DNA-ndytteiden konsentraatiot mitattiin NanoDrop-spektofotometrillda (ND-
1000, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Mittauksen jdlkeen
ulostendytteistd kaksi puhdistettiin (OneStep PCR Inhibitor Removal kit D6030,
Zymo Research, Irvine, CA, USA) heikon puhtausasteen takia ja niiden DNA-
konsentraatio mitattiin uudelleen. DN'A:n konsentraatio vaihteli ulostendytteissa
valilld 17,3-55,4 ng/pl ja kasvainndytteissd valilld 134,1-322,4 ng/pl. Naytteet
pakastettiin (-80 °C) konsentraatiomittausten jalkeen.

Osa ndytteistd laimennettiin nukleaasivapaalla vedelld
polymeraasiketjureaktioon. Ulosteen DNA-ndytteet, joiden konsentraatio oli
> 39 ng/pl laimennettiin, jotta kaikkien nédytteiden lopullinen konsentraatio oli
valilla 17,3-22,8 ng/pl. Kasvainndytteissd suuren ihmisestd perdisin olevan
DNA:n takia, kaikki ndytteet laimennettiin siten, ettd lopullinen
DNA-konsentraatio oli valilla 28,02-38,93 ng/pl. Reaktioseos (taulukko 2)
valmistettiin 96-kuoppalevylle ja ensimmdinen PCR-ohjelma (taulukko 5) ajettiin
Real-time quantitative PCR -laitteella (CFX96™, C1000 Touch Thermal Cycler,
BioRad laboratories, Hercules, CA, USA).

Taulukko 5. PCR-ajojen ohjelmat.

Kierros Lampotila (°C) PCR I (min) PCR II (min)

1. alkudenaturaatio 95 10 10

2. denaturaatio 94 0:30 0:30

3. alukkeen kiinnitys 52 1 1

4. pidennys 72 1 1
+plate read +plate read

5. monistussykli go to 2, 29 more go to 2, 9 more

times times
6. loppupidennys 72 5 5
End
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kGeenialueen monistusreaktion jalkeen (kuva 2) PCR I:n tuotteisiin lisdttiin
sekvensointiadapteri ja yksilotunnisteet (eng. barcodes) toisessa PCR-reaktiossa
(taulukko 2 ja 5). Yksilotunnisteet mahdollistavat eri alkuperdd olevien
ndytteiden tunnistamisen sekvenssikirjastosta eli poolista.

Amplification

1200 L. SRR T _,___
1000 4
300 4

800

RFU

400 |

200 4

Kuva 2. Mikrobianalyysin PCR I:'n monistuskdyradt. Ensimmaéisesséd ajossa monistettiin
kasvain- ja ulostendytteistd eristetty DNA.

PCR II-tuotteet (kuva 3) puhdistettiin magneettisilla helmillda (AMPure XP,
Beckman Coulter, Brea, CA, USA), jotka sitovat halutun DNA:n, kun lopulliset
PCR-tuotteet puhdistetaan ndytteistd pois. Puhdistus tehtiin valmistajan
ohjeiden mukaan suoraan 96-kuoppalevylle. Puhdistusreagenssia kaytettiin
ndytettd kohden 36 pl, joka oli 1,8x ndytetilavuutta (20 pl) kohden. Lopuksi
ndytteet eluoitiin 40 pl:aan steriiliin veteen (Molecular Biology Reagent, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) ja siirrettiin puhtaalle 96-kuoppalelvylle.

Amplification

800 4
gog L. T

400 1

RFU

200 Jo=

200 L

-400 TR

Cycles

Kuva 3. Mikrobianalyysin PCR II:n monistuskdyrit. Toisessa PCR-ajossa tunnistettiin
kasvain- ja ulostendytteistd eristetty DNA.

13



Seuraavaksi ndytteet valmisteltin DNA:n konsentraatiomddritykseen
GloMax-laitteella (GloMax Multi detection System, Promega, USA),
kasittelemalld ne PicoGreen-kitilld (Quant-iT, PicoGreen dsDNA Assay kit, lot.
2194839, Invitrogen, Walthman, MA, USA). Kaiyttoliuokseen PicoGreen-
reagenssi laimennettiin 1:200 ja Lambda DNA -standardit 1:50 1xTE puskurilla.
96-kuoppalevylle pipetoitiin PicoGreen-kayttoliuosta 100 pl ja ndyte-DNA:ta 5 pl
per kaivo sekd standardit. Konsentraatio mitattiin valmiilla fluoresenssi
protokolalla.

Jotta tiedettiin paljonko néaytteitd tulisi pipetoida sekvensointipooliin niin,
etti DNAmn mddrd oli 05 ng per ndyte, yksittdisten nédytteiden
DNA-konsentraatio selvitettiin kayttamalla standardisuoraa ja
fluoresenssimittauksen absorbanssituloksia. DNA:n konsentraatio varioi
ndytteiden valilla 45,40-80,52 ng/ml, joten pipetointitilavuus poolia varten oli
ndytteen mukaan 6,2 pl:sta 11,0 pl:aan.

Tyovaiheista PCR-ajot ja konsentraation mddritys tehtiin yhdessd
tohtorikoulutettava Elina Maékisen kanssa ja sekvensointiajon suoritti
erikoislaboratoriomestari Elina Virtanen Bio- ja ympdéristotieteiden laitoksella.

2.2.2 Tulehdusanalyysit

Tulehduksen ilmentymisen mddrittdmistd varten totaali-RNA eristettiin
kasvainndytteistd, jotka leikattiin jadtyneistd kasvainpaloista. Eristys tehtiin
valmistajan ohjeiden mukaisesti homogenoimalla nadytteet TissueLyser-laitteella
(TissueLyserll, Qiagen, Hilden, Saksa) TRI-reagenssissa (RNA/DNA/protein
isolation, Zymo Research 10t.192917). Osa RNA-ndytteistd laimennettiin
kolminkertaisesti, jotta lopullinen konsentraatio néytteiden valillda oli
593,9-1145,2 ng/pl, mikd mitattiin NanoDrop-spektofotometrilla.

Kasvainkudoksesta eristetty mRNA k&dnnettiin ¢DNA:ksi Advanced
cDNA Synthesis -kitilld (iScript™ Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR,
Bio-Rad), seuraten valmistajan ohjeita ja reaktioliuokseen kdytettiin 3 pg RNA:ta.
Synteesireaktion jalkeen nédytteet pakastettiin (-20 °C).

Ennen qPCR-ajoa, alukkeet validoitiin (kuva 4) kayttden cDNA-
poolilaimennoksia 1 ng, 2,5 ng, 5 ng sekd 25 ng, pooli valmistettiin 5 pl:sta
jokaista cDNA-ndytettd kohden. IL-6, CCL2/MCP-1 sekd TLRS5 etu- ja taka-
alukkeiden kantaliuokset valmistettiin 100 pM:iin, joista laimennettiin 1:10
kayttoliuokset reaktioseokseen (taulukko 2 ja 4). Negatiivisina kontrolleina
kaytettiin reaktioseosta ilman cDNA-templaattia.

Alukkeiden validointiajon perusteella geeniekspression gqPCR-ajoon,
jokaista cDNA-ndytteitd kadytettiin 25 ng laimennoksena sekd alukkeille IL-6 ja
TLR5 kaytettiin kiinnittymislampétilaa (eng. annealing) 61 °C ja CCL2/MCP-1
60 °C. Jokaisesta ndytteestd tehtiin rinnakkaisndytteet. Standardeina kaytettiin
aikaisemin tehtyd poolin laimennossarjaa ja negatiivisena kontrollina
reaktioliuosta ilman cDNA-templaattia. cDNA-konsentraatio maédritettiin
ndytteistd GloMax-laitteella (Promega, Madison, WI, USA), késittelemailld ne
ensin PicoGreen-Kkitilla.
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Kuva 4. Tulehdusanalyysissd kaytettyjen alukkeiden validointikuvaajat. Alukkeiden

optimaalisen lampoétilan méadritys cDNA gqPCR-ajoa varten. -d(RFU)/dT on
relatiivisen fluoresenssin negatiivinen derivaatta lampdatilan suhteen.
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2.2.3 Aineiston tilastollisen kisittely

Geeniekspressioiden tilastolliset analyysit tehtiin IBM SPSS Statistics 28.0
Windows-version-ohjelmistolla. Ensin tutkittiin muuttujien
normaalijakautumista Shapiro-Wilksin-testilld. Ryhmaévertailuun kéaytettiin
riippumattomien otosten parametristd t-testid. Normaalijakautuneiden
muuttujien vilisid yhteyksid arvioitiin Pearsonin korrelaation avulla.
Tilastollisten analyysien merkittdvyyden raja-arvo oli p<0,05.

Suolistomikrobiston tilastolliset analyysit tehtiin CLC Microbial
Genomics -ohjelmistopaketilla (Qiagen). Suolistomikrobiston ryhmévertailussa
sekd alfadiversiteettimittaukset (Chao 1 ja Shannon) ettd fylogeneettinen
diversiteetti analysoitiin Kruska-Wallisin testilld. Suolistomikrobiston ryhmien
véliset beetadiversiteetti-analyysit pohjautuivat Bray-Curtis dissimiliariteetti-
indeksiin ja PERMANOVA (eng. permutational multivariate analysis of variance)
-analyysiin. Taksonominen eroavaisuus ryhmien vililld analysoitiin kdyttden
varianssianalyysi (eng. analysis of variance, ANOVA) -pohjaista vertailua, minkéa
jilkeen vddrien positiivisten havaintojen kontrolloimiseksi kaytettiin Benjamini-
Hochbergin monivertailukorjausta (eng. correction for multiple testing).
Taksonomisessa vertailussa merkitsevyyden raja-arvo oli FDR (eng. false
discovery rate) p<0,05. Tilastollinen analyysi tehtiin yhdessd ohjaaja Satu Pekkalan
kanssa.

3 TULOKSET

3.1 Suolistomikrobiston analyysit

Vasemman- ja oikeanpuoleisten kasvainten vilistd mikrobikoostumuksen
eroavaisuutta kasvainndytteistd (kuva 5) ja ulostendytteistd (kuva 6) analysoitiin
beetadiversiteetin kautta, jonka maddrittdmiseen kaytettiin Bray-Curtis
dissimilariteetti-indeksid. =~ Paddkoordinaattianalyysissda  pisteet  kuvaavat
suolistomikrobiston koostumuksen eroavaisuutta, yksittdisten ndytteiden valilla.
Pisteiden viélinen etdisyys kertoo ndytteiden samankaltaisuudesta, ldhempana
olevat pisteet ovat enemman samankaltaisia keskendan.

Mikrobiston alfadiversiteettia —kédytettiin analysoitaessa kasvainten
puoleisuuserojen vilistd mikrobiston lajirunsautta. Chaol-indeksid kaytettiin
maédrittdessd lajien runsautta ja Shannon entropia -indeksid mddrittdessd lajien
diversiteettid niin kasvainkudoksesta (kuva 7) kuin ulosteesta (kuva 8), joihin
kaytettiin OTU:un perustuvaa analyysid. Shannon entropia
-indeksi kertoo lajidiversiteetin méaéréstd, jolloin korkeampi indeksin arvo kertoo
suuremmasta diversiteetistd. Kasvainndytteista (kuva 9) ja ulostendytteista (kuva
10) maddritettiin fylogeneettinen diversiteetti, jolla mitataan fylogeneettisten
haarojen summaa taksonien kesken nédytteissd. Analyysien perusteella ulosteen
ja kasvainten mikrobiston diversiteetissa ei ndy puoleisuuseroja.
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Taksonomisten vertailujen (ANOVA) perusteella ulostendytteiden
mikrobistossa ei ollut merkittdvid puoleisuuseroja, mutta kasvainndytteista
eroavaisuuksia 16ytyi viiden bakteerisuvun ja yhden lahkon valilta.

PCo 2 (7%)

v
PCo 1 (82%)
) Left-sided
PCo 3 (3% . .
©3(3%) . Right-sided
Kuva 5. Kasvainndytteiden pé&dkoordinaattianalyysi mikrobiston beetadiversiteetistd

(Bray-Curtis).

PCo 2 (17%)

PCo 1 (25%)

o PCo 3 (15%)
) Left-sided
. Right-sided .
v
Kuva 6.  Ulostendytteiden mikrobiston p&dkoordinaattianalyysi beetadiversiteetista

(Bray-Curtis).
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Kuva?7.  Suolistomikrobiston alfadiversiteetti kasvainndytteissa. Chaol kertoo lajien
runsaudesta ja Shannon entropia lajien monimuotoisuudesta. Merkittavaa
eroavaisuutta ei ole vasemman- ja oikeanpuoleisten ndytteiden valilla.
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Kuva8.  Ulostendytteiden mikrobiston alfadiversiteetti. Chaol nayttdd mikrobilajien
runsauden, kun Shannon entropia kertoo lajien monimuotoisuuden. Analyysin
pohjalta, ei merkittdvaad puoleisuuseroa kasvaimen sijainnin perusteella.
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Kuva10. Ulostendytteiden mikrobiston alfadiversiteetin fylogeneettinen diversiteetti. Ei

merkittdvad eroa kasvaimen puoleisuudessa.
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3.1.1 Kasvainndytteiden mikrobikoostumus

Kasvainndytteitd hallitsivat firmikuuttien, proteobakteerien ja bakteroidien
pddjaksot (kuva 11). Molemman puoleisissa ndytteissd firmikuutit olivat
hallitsevin pddjakso, mutta oikeanpuoleisissa kasvaimissa niiden maéaadrd oli
suurempi. Proteobakteerien mddrd taas oli vasemmanpuoleisiin verrattuna
matalampi,  bakteroidien @ mé&drd  molemmissa oli  lihes  sama.
Vasemmanpuoleisissa kasvaimissa oli erotettavissa selkedsti verrukomikrobien
ja fusobakteerien péddjaksot, tosin pienind mddrind. Molemman puoleisissa
kasvaimissa oli my9s havaittavissa aktinobakteerien pédjakso ja yksi tuntematon
pddjakso.

Piddjaksot
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70% Acidobacteria
Cyanobacteria

Tenericutes

60%

509 i
’ Fusobacteria

Actinobacteria
{Unknown Phylum}
Verrucomicrobia

40%
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20% Bacteroidetes

10% Proteobacteria

b b b b b b by e Ly

E Firmicutes
0% —

»p/
.94&
R
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Kuva1l. Keskiarvo vasemman- ja oikeanpuoleisten kasvainten bakteeripddjaksoista.

Oikeanpuoleisissa kasvaimissa heimot Lachnospiraceae, Ruminococcaceae,
Clostridiaceae 1,  Erysipelotrichacene  sekd  Burkholderiaceae  esiintyivat
keskimddrdisesti runsaimmin verrattuna vasemmanpuoleisiin kasvaimiin (kuva
12). Vasemmanpuoleisissa kasvaimissa esiintynyttd Enterobacteriaceae- ja
Akkermansiaceae-heimoja  ei  havaittu = oikeanpuoleisissa =~ kasvaimissa.
Enterobacteriaceae- ja Lachnospiraceae-heimot muodostivat vasemmanpuoleisissa
ndytteissd suurimmat ryhmit sekd heimon Ruminococcaceae esiintyvyys oli
kolmanneksi suurin. Yksi tuntematon heimo esiintyi molemmilla puolilla.

Sukujen kirjo kasvainndytteissd oli runsas (kuva 13). Oikeanpuoleisissa
kasvaimissa kolmesta runsaimmasta suvusta vain Faecalibacterium oli
tunnistettavissa. Vasemmanpuoleisissa kasvaimissa runsain ryhmd oli
Escherichia-Shigella, joita ei esiintynyt oikeanpuoleisissa kasvaimissa, myos
vasemmanpuoleisissa  kasvaimissa esiintyvd  Akkermansia, ei  ilmene
oikeanpuoleisissa kasvaimissa. Muita bakteerisukuja kasvaimissa olivat
Streptococcus, Bacteroides, Blautia, Clostridium sensu stricto 1 sekd Epulopiscium.
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Kuva12. Kasvainndytteiden keskiarvolliset kymmenen runsainta bakteeriheimoa.

Suvut
100%
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I Epulopiscium
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§ 60% B Akkermansia
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=1 m .
2 40% Blautia
W Bacteroides
®  {Unknown Genus}
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{Unknown Genus}
Escherichia-Shigella
0% g
Kuva13. Vasemman- ja  oikeanpuoleisten  kasvainkudoksen  keskiarvollisia

bakteerisukuja, joista kymmenen runsainta on nimetty.
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Merkittdvd ero vasemman- ja oikeanpuoleisen kasvaimen vililld oli viiden
bakteerisuvun runsauden vililld: neljassa Asteroleplasma (p=0,02; p=0,03; p=0,04
& p=0,05) ja kahdessa Christensenellaceae R-7 group -suvulle kuuluvassa OTU:ssa
(p=0,03 & p=0,04), sekd, Family XIII AD3011 group (p=0,05), Roseburia (p=0,02) ja
Ruminiclostridium 9 (p=0,03) -suvuilla; sekd yhdessa bakteerilahkossa Clostridiales
(p=0,02) (kuva 14).

Asteroleplasma Christensenellaceae R-7 group
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Kuva14. Suhteellinen prosenttiosuus kasvainndytteiden merkitsevdsti eroavista
mikrobeista vasemman- ja oikeanpuoleisten kasvaimien valilla.
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3.1.2 Ulostendytteiden mikrobikoostumus

Ulostendytteitd hallitsi firmikuuttien pddjakso molemmilla potilasryhmilla.
Bakteroidien pédjakso oli toiseksi runsain potilailla, huomattavasti pienemmalla
prosenttiosuudella  verrattuna  firmikuuttien = md&drdan.  Molemmilla
potilasryhmilld oli kaksi tuntematon pddjaksoa. Proteobakteerien pddjakso on
selkeammin havaittavissa vasemmanpuoleisen kasvaimen potilailla, mutta
aktinobakteerien péddjaksoa esiintyy ldhes yhtd paljon niin vasemman- kuin
oikeanpuoleisen kasvaimen potilailla. Muita p&djaksoja olivat verrukomikrobit,
tenerikuutit ja fusobakteerit. Padjakso Euryarchaeota kuuluu arkeonien
domeeniin (kuva 15).
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Kuva15. Ulostendytteiden keskiarvollisesti runsaimmat bakteeripddjaksot.
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Kaksi keskiarvollisesti runsainta heimoa molemmilla potilasryhmillad
ulosteissa olivat Lachnospiraceae ja Ruminococcaceae. Heimot Bacteroidaceae ja
Erysipelotrichaceae esiintyivit runsaimmin oikeanpuoleisen kasvaimen potilailla,
mutta Clostridiaceae 1-, Enterobacteriaceae- ja Veillonellaceae-heimot olivat
vasemmanpuoleisen kasvaimen potilailla runsaimpia, myo6s Bifidobacteriaceae-
heimon bakteereja esiintyi nédytteissd. Kahta heimoa runsaimpien joukossa ei
ndytteistd tunnistettu (kuva 16).

Molemmilla potilasryhmilld runsaimmista suvuista kolme oli tuntematonta.
Vasemmanpuoleisen kasvaimen potilailla runsaimmat tunnistetut suvut olivat
Faecalibacterium, Clostridium sensu stricto 1 ja Escherichia-Shigella, joista
jalkimmdistd ei juuri ole havaittavissa oikeanpuoleisen kasvaimen potilailla.
Heilld runsaimmat tunnistetut suvut olivat Bacteroides, Faecalibacterium seki
Blautia. Muita runsaimpia sukuja olivat my6s Dialister ja Subdoligranulum (kuva
17).
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Kuva16. Keskiarvo ulostendytteissd runsaimmin esiintyneistd bakteeriheimoista.
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Abundance

Kuva 17.
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3.2 Tulehdusanalyysit

Merkitsevdd eroavaisuutta vasemman- ja oikeanpuoleisen kasvainten vililld ei
geeniekspression suhteen havaittu tulehdusanalyysissad (kuva 18).

Geeniekspressio
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Kuva18. Tulehdukseen liittyvien sytokiinien IL-6 ja CCL2/MCP-1 sekd TLR5:n
geeniekspression eli cDNA-tasojen médritys kasvainndytteista.

4 TULOSTEN TARKASTELU

Tassd tutkielmassa tutkittiin kahdeksan PSS:n  potilaan kasvaimen
puoleisuuseroja tulehduksen sekd suolistomikrobiston suhteen analysoimalla
potilaiden uloste- ja kasvainndytteitd. Beetadiversiteetti méadritettiin Bray-Curtis
dissimilariteetti-indeksilla ja PERMANOVA analyysillda. Puoleisuuseroihin
liittyen analysoitiin lajien runsaus ja alfadiversiteetti. Vaikka merkittava
puoleisuusero oli vain viiden bakteerisuvun ja yhden bakteerilahkon runsauden
suhteen kasvaimissa, on mikrobistossa havaittavissa eroja pddjakson, heimon ja
suvun suhteen. Koska geeniekspressiosta tuloksia ei kertynyt, tulosten
tarkastelussa kdydddan ldpi loydettyjen mikrobien (taulukko 6) merkitystd
PSS:ssd ja mahdollisesti eroja kasvaimien puoleisuudessa.

Ulosteen mikrobikoostumus ei tdysin vastaa kasvaimen mikroympériston
mikrobistoa, kuten jo aiemmin on havaittu (Chen ym. 2012, Flemer ym. 2017,
Kneis ym. 2023). Tassd tutkielmassa kolme runsainta pddjaksoa niin ulosteessa
kuin kasvaimessa ovat firmikuutit, bakteroidit sekd proteobakteerit, ja vain
tuntematon. Runsaimpien pé&djakson bakteerien koostumus on hyvin
samantapainen muiden tutkimuksen kanssa. Firmikuuttien yliedustettavuus
niin oikean- kuin vasemmanpuolen kasvaimen potilailla, on aikaisemmin
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yhdistetty PSS:ddan (Dejea ym. 2014, Gao ym. 2015, Allali ym. 2018, Phipps 2021).
Liu ym. (2020) tosin totesivat, ettd terveilld firmikuuttien ja bakteroidien
pddjaksot ovat rikkaammat ja niiden maddrad vahenee vaiheittain PSS:n edetessa.
Merkittavimpdd saattaa olla firmikuuttien ja bakteroidien keskeinen suhde,
luonnehdittaessa suoliston terveyttd ja syovan etenemistd (Sun ym. 2016).

Padjakson karkijoukosta puuttuu fusobakteerit, joista Fusobacterium-suku,
erityisesti laji Fusobacterium nucleatum, on yhdistetty PSS:n patogeenisyyteen.
Niiden mddrdn on havaittu olevan runsasta PSS:dd sairastavilla potilailla (Gao
ym. 2015, Purcell ym. 2017, Zwinsova ym. 2021, da Costa ym. 2022, Kneis ym.
2023).

4.1 Oikeanpuoleiset kasvaimet

Oikeanpuolen kasvaimen potilailla mddrallisesti suuremmissa ryhmissd oli
tuntemattomia OTU:ja. Kyse voi olla ihmisperdisestd, kuten mitokondrion,
DNA:sta. Vaikka suurin heimo oikeanpuolen kasvaimen potilailla on
Lachnospiraceae, ei oikealla esiintyvistd bakteerisuvuista mikdan kuulu kyseiseen
heimoon, ja vain Roseburia on ainoa tutkielman bakteerisuku, joka sithen kuuluu.
Oikeanpuoleisen kasvaimen ulosteen runsain heimo Bacteroidaceae ja sithen
kuuluva Bacteroides-suku, ovat tutkielman ainoat bakteroideihin kuuluvat
bakteerit. Bacteroides-sukuun kuuluva enterotoksinen Bacteroides fragilis on
patogeeninen sen tuottaman B. fragilis toksiinin (BFT) takia, jota myrkyton (eng.
nontoxigenic) B. fragilis (NTBF) ei tuota (Sears ym. 2014). BFT:n on havaittu
lisddntyvan PSS:n potilaiden ulosteessa verrattuna terveisiin yksiloihin (Toprak
ym. 2006). Boleijn ym. (2015) tutkimuksessa bft-geeni ilmenee 857 %
vasemmanpuoleisissa ja 91,7 % oikeanpuoleisissa kasvainkudoksen naytteissd,
sen mddrdn lisddntyessd syovan myohdisemmissd vaiheissa. BFT aiheuttaa
oireetonta koliittia (Rhee ym. 2009) ja pystyy laukaisemaan tulehduksen
etenemisen suolen epiteelisoluissa, mikd voi johtaa kasvaimen kehitykseen (Wu
ym. 2009). BFT:std on 1oydetty kolme eri isotyyppid (Chung ym. 1999), joiden
ilmentymiset vaihtelevat PSS:ssd. BFT-1:n on havaittu edistdvdan herkemmin
biofilmin muodostusta, mutta se ei ole vélttaméton, silld myos NTBF-kanta
muodostaa biofilmid suolistossa (Jasemi ym. 2020). Biofilmin muodostus
aiheuttaa muutoksia suolen epiteelissd, jotka johtavat onkogeenisyyteen, kuten
angiogeneesid, kasvunrajoitegeenien toiminnan menetys sekd rauhassolujen
proliferaatiota (Dejea ym. 2014). PSS:n potilailla, joilla B. fragilis ilmenee suolen
limakalvolla, on my6s kohonnut veren CCL2/MCP-1 arvo (Nardelli ym. 2021).
Oikeanpuoleisen kasvainkudoksen runsain tunnistettu suku on
Faecalibacterium, joka kuuluu Ruminococcaceae-heimoon. Faecalibacterium esiintyy
myo6s runsaana oikean- ja vasemmanpuolen kasvaimen potilaiden ulosteessa.
Verrattaessa PSS:n potilaiden ja terveiden yksiloiden mikrobiomia keskenddn,
esiintyy Faecalibacterium runsaampana terveilld, joten silld on vahva negatiivinen
yhteys PSS:dan (Wu ym. 2013, Allali ym. 2018, da Costa ym. 2022). Chen ym.
(2012) hypotetisoivat suvun olevan probioottinen PSS:ssd. Puoleisuuseroissa
suku on kuitenkin tunnistettu merkittdvdsti runsaampana oikeanpuoleisen
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kasvaimen potilaiden suolen limakerroksessa ja ulosteessa (Flemer ym. 2017,
Miyake ym. 2021). Faecalibacterium-sukuun kuuluvilla bakteereilla ei ole flagellaa
(Duncan ym. 2002, Zou ym. 2021). Suvun péélaji F. prausnitzii on butyraattia,
laktaattia ja formaattia tuottava bakteeri, jonka tuottamat metaboliitit omaavat
anti-inflammatorisia ominaisuuksia, estamalld IL-8:n tuotantoa ja NF-xB-
signaalireitin aktivoitumista (Duncan ym. 2002, Sokol ym. 2008). Tama
tulehdusta heikentdvd ominaisuus saattaa siten hyodyttdd kasvainsoluja, silld
immuuninpuolustus ei pddse F. prausnitzii -bakteerin ldsndolleessa
kdynnistdmdan  vaadittavaa tulehdusreaktiota kasvaimen levidmisen
hillitsemiseksi.

4.2 Vasemmanpuoleiset kasvaimet

Vasemmanpuoleisissa  kasvainkudoksessa esiintyvd, verrukomikrobeihin
kuuluva Akkermansia-suku esiintyy hyvin vaihtelevasti PSS:n  potilailla
tutkimuksissa. Sen on havaittu olevan runsas potilailla, joilla on
vasemmanpuoleinen tai perdsuolenkasvain (Flemer ym. 2017, Kneis ym 2023).
Suvun on havaittu esiintyvdn suurempana kiinalaisten potilaiden
kasvainkudoksessa (Sheng ym. 2020) seké toisaalta viahempédna eteldkorealaisten
PSS:n potilaiden kuin terveiden ulosteessa (Park ym. 2021). Sen havaittiin
lisdéntyvan PSS:n myohdisemmissd vaiheissa ja metastasoinnissa tsekkildisilla
PSS:n potilailla (Zwinsova ym. 2021). Suvun ainoa tunnettu laji on musiinia
energian ldhteeksi kuluttava ja flagellaton Akkermansia  muciniphila.
Aineenvaihdunnan tuotteina se vapauttaa propionaattia ja asetaattia (Derrien
ym. 2004, Belzer ja de Vos 2012). Ndiden lyhytketjuisten rasvahappojen ajatellaan
olevan terveydelle suotuisia ja siksi kyseistd bakteeria pidetddan biomarkkerina
terveestd suolistosta (Belzer ja de Vos 2012). Weirn ym. (2013) tutkimuksessa, laji
kuitenkin esiintyy liki nelinkertaisesti suurempana PSS:n potilailla kuin terveilld
kontrolleilla. On ilmeistd, ettd Akkermansia-suvun rooli PSS:ssi on vield
ristiriitainen.

Kasvainkudoksessa ilmeneva Streptococcus yhdistetddan vahvasti PSS:dan.
Sen havaitaan lisddntyvan niin potilaiden ulosteessa, kasvainkudoksessa kuin
kasvain vapaassa kudoksessa (Wang ym. 2012, Sheng ym. 2020, da Costa ym.
2022). Streptococcus kdyttdd flagellojansa liikkumiseen (Turner ym. 2016).
Zwinsova ym. (2021) havaitsivat Streptococcus-suvun ilmenevan kasvaintyypissd,
joka esiintyy useammin vasemmalla puolella. Streptococcus, Akkermansia seka
Faecalibacterium esiintyvit runsaina potilailla, joilla on dMMR-kasvain (Jin ym.
2022). MSI-potilaiden mikrobikoostumuksesta Streptococcus kattaa 25 % ja
Akkermansia 20 %, kun mikrosatelliitti-stabiliteetin potilailla vastaavat luvut ovat
8 % ja <1 % (Kneis ym. 2023).

Vasemmanpuoleisen kasvaimen potilailla on selvdsti enemmain
proteobakteereja niin kasvaimessa kuin ulosteessa, jonka on raportoitu
lisdéntyvan PSS:ssda (Wang ym. 2011, Zeller ym. 2014), mutta myos olevan
vallitseva terveiden suolen kudoksessa (Gao ym. 2015). Tutkielmassa
proteobakteereihin kuuluva Enterobacteriaceae ja tahdn kuuluva Escherichia-
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Shigella ovat vasemmanpuoleisessa kasvainkudoksessa runsaimmat heimo ja
suku, jotka ovat erotettavissa myos vasemmanpuoleisen kasvaimen potilaiden
ulosteessa, mutta ei lainkaan oikeanpuoleisen kasvaimen potilailla.
Tutkimuksissa Escherichia-Shigella  ilmenee yleisesti vasemmanpuoleisen
kasvaimen potilailla niin uloste- kuin kasvainndytteissad sekd potilaiden terveessa
kudoksessa (Gao ym. 2015, Miyake ym. 2021, Zwinsova ym. 2021). Suku esiintyy
normaalisti terveen suolen limakerroksessa. Sen patogeeniset kannat kuitenkin
tuottavat proteiineja, jotka aiheuttavat sekd ripulia ettd veriripulia (Kaper ym.
2004), tulehdusta (Sansonetti ym. 2000) sekd infektoitujen makrofagien
apoptoosia (Zychlinsky ym. 1992). Niiden tuottama toksiini CDT (eng. cytolethal
distending toxin) aiheuttaa vaurioita isanndn DNA:han (Jinadasa ym. 2011).
Shigella-lajit ja enteroinvasiivinen E. coli (EIEC) putoavat taksonomisesti samaan
lajiin (Pupo ym. 2000, Kaper ym. 2004). Ne ovat geneettisesti ja patogeenisesti
hyvin samankaltaisia keskenddn ja niiden taudinaiheuttamiskyky on
samanlainen (Kaper ym. 2004). Taman takia EIEC ja Shigella ovat Escherichia-
Shigella. Pitkddn ajateltiin, ettd niin Shigella kuin EIEC ovat liikkumiskyvyttomid,
mutta Shigella omaa 2-3 flagellaa ja EIEC epitavallisen suuren flagellan, joilla
tunkeutua limakalvon epiteelisoluihin (Girén 1995, Andrade ym. 2002).

Ulosteessa esiintyvd Veillonellaceae-heimoon kuuluva Dialister esiintyy
runsaampana vasemmanpuoleisen kasvaimen potilailla. Se joko yhdistetdan
PSS:ddn (Osman ym. 2021, Gao ym. 2017) tai havaitaan suurempina mddrind
PSS:n  potilailla (Park ym. 2021). Suvun kaksi lajia ovat molemmat
litkkuntakyvyttomida (Moore ja Moore 1994, Downes ym. 2003) suun bakteereita,
joista D. invisus esiintyy juurikanavassa hammasytimen kudoksen tulehduksessa
(Downes ym. 2003) ja D. pneumosintes hampaan kiinnityskudoksen
tulehduksessa (Ghayoumi ym. 2002). D. pneumosintes havaitaan runsaana PSS:n
potilailla (Chen ym. 2012) ja potilaiden kasvainkudoksessa, joiden sydpd on
pitkélle edennyt (Osman ym. 2011). D. invisus on luonnehdittu reagoimattomaksi
bakteeriksi, joka ei kykene kdyttdimddn hiilihydraatteja energianldhteena
(Downes ym. 2003). IBD-potilaiden suolistossa D. invisus on havaittu olevan
lepotilassa (Schirmer ym. 2018). Kun Weir ym. (2013) vertasivat terveiden
koehenkiloiden ja PSS:n potilaiden ulostetta, molemmat lajit esiintyivat
runsaampina terveilla.
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Taulukko 6. Tutkielman suolistomikrobit, jaettuna heimoihin, lahkoon ja pagjaksoihin.
*=kasvainndytteiden merkittavat mikrobit.

Suku Heimo Lahko Pagjakso
Erysipelotrichaceae Firmikuutit
Family XIII AD3011 group* Anaerovoracaceae
Dialister Veillonellaceae
Streptococcus Streptococcaceae
Blautia Clostridiales*
Ruminiclostridium 9*
Subdoligranulum
Epulopiscium
Faecalibacterium Ruminococcaceae
Christensenellaceae R-7 group*  Christensenellaceae
Clostridium sensu stricto 1 Clostridiaceae
Roseburia* Lachnospiraceae
Bacteroides Bacteroidaceae Bakteroidit
Burkholderiaceae Proteobakteerit
Escherichia-Shigella Enterobacteriaceae
Asteroleplasma* Anaeroplasmataceae Tenerikuutit
Akkermansia Akkermansiaceae Verrukomikrobit
Bifidobacteiaceae Aktinobakteerit
Fusobakteerit
Syanobakteerit
Asidobakteerit
Euryarchaeota

4.3 Kasvainndytteiden merkittivisti eroavat mikrobit

Kasvainndytteissda merkittdva puoleisuus ero on viiden bakteerisuvun ja yhden
lahkon suhteen, jotka esiintyvit suurempina méérina oikeanpuolen kasvaimissa.
Firmikuutteihin kuuluva Clostridiales-lahkon tiettyjen bakteerien on raportoitu
olevan yhteydessd PSS:dan (Wirbel ym. 2019). Lahkoon kuuluvia bakteerilajeja
on tunnistettu vasemmanpuoleisen kasvaimen potilaiden ulostendytteistd (Suga
ym. 2022) sekd kasvainndytteissd, esimerkiksi Clostridiales vadinBB60 group on
havaittu olevan korkeampi niin kasvain kudoksessa (Zwinsova ym. 2021) kuin
kudoksessa, joka ei ole yhteydessd kasvaimeen (Phipps ym. 2021). Lahkon kaikki
bakteerit ovat flagelloituja ja sithen kuuluu myos butyraattia tuottavia bakteereja,
minkd ajatellaan edistdvan terveyttd ihmisen suolistossa (Louis ja Flint 2008),
siksi niitd pidetddn suotuisina mikrobeina (Estaki ym. 2016).
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Tutkielmassa Clostridiales-lahkoon kuuluva Lachnospiraceae esiintyy
runsaimpana heimona oikeanpuoleisten kasvaimien potilailla niin uloste- kuin
kasvainndytteissa  sekd on  yksi  suurimmista  heimoista = my0s
vasemmanpuoleisen kasvaimen potilailla. Heimoon kuuluva Roseburia on
havaittu olevan yksi ydin mikrobeista vasemmanpuoleisissa kasvaimissa
(Flemer ym. 2017, Kneis ym. 2023). Osassa tutkimuksissa sen médéra vaheni PSS:n
potilaiden ulostendytteissd verrattuna terveisiin (Wang ym. 2012, Wu ym. 2013).
Roseburia-suvun bakteerit tuottavat lyhytketjuisia rasvahappoja (Louis ja Flint
2008) ja butyraattia sekd ovat erityisen liikkumiskykyisid 37 °C:ssa, omaten useita
flagelloja (Stanton ym. 2015). Toisaalta sen bakteerilajien ajatellaan kykenevan
ehkdisemddn (Ghidini ym. 2018) ja suojaavan PSS:ltd (Wang ym. 2012, Wu ym.
2013) sekéd suojaavan suun patogeeneiltd (Flemer ym. 2018). Montalban-Arques
ym. (2021) huomasivat hiirikokeessaan, ettd neljan Clostridiales bakteerilajin
sekoitus, Roseburia intestinalis, Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium hallii seka
Anaerostipes caccae, oraalisesti annettuna ehkdisi ja toimi hoitokeinona, CD8*
T-solujen kautta, jo muodostuneiden kasvaimien hoidossa PSS:ssd seka
rintasyovdssd, keuhkosyovédssd ja melanoomassa. He havaitsivat, ettd kyseiset
butyraattia tuottavat lajit ovat useissa tutkimuksissa vihentyneet PSS:n potilailta,
niiden nauttiminen muutti suoliston mikrobikoostumusta siten, ettd
Ruminococcaceae- ja Lachnospiraceae-heimoon kuuluvien lajien méaara lisdantyi.

Tenerikuuttien pddjaksoon kuuluva Asteroleplasma on harvoin raportoitu
bakteerisuku ja sen rooli tai vaikutus ihmisen suolistossa on tuntematon. Se
kuitenkin on liikkumiskyvyton, eli ei omaa flagellaa (Brown ym. 2015, Qian ym.
2018). Sen on ehdotettu olevan indikaattori terveestd mikrobiomista suolistossa,
silld hdiriot suvun lajien levinneisyydessd on yhdistetty haavaiseen koliittiin
(Willing ym. 2010, Krych ym. 2013). Qian ym. (2018) tekemaéssa tutkimuksessa
selvitettiin ~ korkea- ja  matalarasvaisen = ruokavalion  vaikutusta
suolistomikrobistoon  kiinalaisilla. = Asteroleplasma ~ on  havaittavissa
matalarasvaista ruokavaliota noudattavilla yksilsilld, mutta ei niilld yksiloilld,
joiden ruokavalio luokiteltiin korkearasvaiseksi.

Firmikuutteihin ja Anaerovoracaceae-heimoon kuuluva Family XIII AD3011
group -suku korreloi positiivisesti tulehdussytokiinin IL6:n kanssa Li ym. (2022)
hiirikoe tutkimuksessa muiden bakteerisukujen kanssa, joiden ajatellaan olevan
haitallisia IBD:n patogeneesissd. PSS:ddn liittyen, Family XIII AD3011 group
esiintyvyys on matalampi PSS:n potilaiden ulosteessa kuin terveilld verrokeilla
(Park ym. 2021). Toisaalta bakteerisuku yhdistettiin syopdan liittyvadn
uupumukseen pdd- ja niskasyopd potilailla (Xiao ym. 2021), mutta hiirikokeissa
Family XII1 AD3011 group esiintyvyys on yhdistetty paksusuolen tulehdukseen ja
syopddn (Zhang ym. 2018). Sitd on myos ehdotettu biomarkkeriksi koliittiin
liittyvassa PSS:ssd (Wang ym. 2022).

Heimo Christensenellaceae on verrattain uusi, silld se eristettiin vasta vuonna
2012 terveen japanilaisen miehen ulosteesta. Paksusuolessa Christensenellaceae
fermentoi erityyppisisd hiilihydraatteja tuottaen lyhytketjuisia rasvahappoja, ja
on liikkumiskyvyton (Morotomi ym. 2012). PSS:n  tutkimuksissa
Amerikanafrikkalaisilla heimo on runsaampi PSS:n potilailla kuin terveilld
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(Yazici ym. 2017). Burns ym. (2018) havaitsivat heimon olevan yhteydessd
kasvaimen mutaatioprofiiliin PSS:ssd, sen ollessa matala APC-mutaation, mutta
korkeampi ZNF717-mutaation kasvaimissa. Heimoon kuuluvan bakteerisuvun
Christensenellaceae R-7 group on havaittu lisddntyvan vasemmanpuoleisen
kasvaimen potilaiden suolen limakalvolla (Zwinsova ym. 2021). Sukua pidetdan
myds potentiaalisena biomarkkerina neoplasian alkuvaiheissa, silldi méddran
havaittiin kasvavan adenooma-potilailla verrattuna terveisiin. Ruminiclostridium
9 -suvun bakteerit voisivat olla myds syovan alkuvaiheen indikaattoreita (Wu
ym. 2021). Wang ym. (2022) ehdottivat, ettd suku voisi toimia biomarkkerina
ennustaen koliittiin liittyvan PSS:n etenemistd. Hiirikokeissa Ruminiclostridium-
bakteerien maddrd lisddntyi probiootin kdytostd PSS:n varhaisessa vaiheessa,
bakteerien tuottaessa lyhytketjuisia rasvahappoja, sen ajatellaan olevan
hyodyllinen (da Silva Duarte ym 2020).

4.4 Tulehdusanalyysit

Geeniekspression suhteen ei merkitsevdd eroavaisuutta tulehdustekijoissa ollut
oikean- ja vasemmanpuoleisten kasvainten valilld. Tdma johtuu todenn&kdisesti
pienestd otoskoosta sekd ndytteidenvalisestd suuresta hajonnasta. Tatd tulisikin
tutkia suuremmalla otoskoolla, jotta mahdolliset eroavaisuudet tulevat esiin.

5 PAATELMAT

Téassd tutkielmassa ei lisddntynyttd geeniekspression ilmentymistd potilailla
pystytty selvittimddn, mutta flagelloituja bakteerisukuja 16ytyi, vaikkakaan
kaikki flagelloidut bakteerit eivit muodosta biofilmid. Toisaalta ndiden
bakteerien esiintymistd suurempina mddrind oikeanpuoleisen kasvaimen
potilailla ei voi selkedsti rajata, silldi flagelloituja ja flagelloimattomia
bakteerisukuja  esiintyy suurimmissa ryhmissd niin oikean- kuin
vasemmanpuolen kasvaimen potilailla. Kaksi tutkielman tunnistetuista suvuista,
Roseburia ja Bacteroides, joiden tiedetddn olevan patogeenisia flagelloidensa takia,
esiintyvat kuitenkin runsaimpina oikeanpuolen kasvaimen potilailla, joilla
flagelliinin ilmentyminen aiheuttaa vakavampaa tulehduksellista tilaa.

Bakteerisuvut PSS:ssd ja sen puoleisuuksissa varioivat tutkimusten valilla
huomattavasti. Harvan bakteerin suhteen, mitka kertovat suoliston neoplasiasta,
tutkimukset ndyttavan olevan yksimielisid. Pelkkd mikrobien tunnistaminen
potilaiden ulosteesta tai kasvaimen mikroymparistostd ei edesauta syiden
selvittdmistd sithen, mitkd lajit mahdollisesti ilmenevidt PSS:ssd. Bakteerein
vaihtelevaan esiintymiseen PSS:ssd vaikuttaa selvasti isinndn perimd, kasvaimen
mutaatioprofiili, joissakin tapauksissa muut suolistomikrobit sekd neoplasian
asteittainen eteneminen: terve-polyyppi-adenooma-adenokarsinooma.

Lisdd dataa tarvitaankin mikrobiston koostumuksesta PSS:ssd, etenkin
kasvaimien puoleisuudessa sekd siitd mitkd muuttujat kasvaimen
mikroympadristossd voisivat olla yhteinen tekija sille, onko bakteeri haitallinen,
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hyodyllinen, neutraali tai jopa luotettava biomarkkeri tai indikaattori
neoplasiasta.
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