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Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd suoliston mikrobiomi on yhteydessi hermoston ja
immuunijérjestelmin kehitykseen. Tutkimustulokset viittaavat siihen, ettd suoliston
mikrobiomin koostumuksella on yhteys kognitiiviseen kehitykseen ja aivojen
mikrorakenteen muodostumiseen. Tama tutkimus pyrkii selvittiméan, onko suoliston
mikrobiomin koostumuksella yhteyttd aivojen rakenteen kehitykseen. Tarkastelun kohteena
on valkean aineen radaston, fasciculus uncinatuksen (FU), rakenne. FU on valkean aineen
assosioaatiorata, joka yhdistdi limbisen jarjestelmén osia otsalohkon alaosiin. Nykyisen
késityksen mukaan FU on osallisena oppimis- ja muistiprosesseissa. FU:n mikrorakenteen
rakennepoikkeavaisuuksia on todettu liittyvén psykiatrisiin sairauksiin.

Tutkimukseen osallistui 147 henkil64. Tutkitut olivat mukana FinnBrain kohortti -
tutkimuksessa. Ulostendytteet kerittiin 2,5 kuukauden idssd. Néytteet analysoitiin 16S
rRNA-sekvensoinnilla. FU:n mikrorakenne mitattiin fraktionaalisen anisotropian (FA)
arvoilla viiden vuoden idssd. FA-arvot mitattiin diffuusiotensorikuvauksen (DTI) avulla. FA-
arvot kuvaavat valkean aineen mikrorakenteen kehittyneisyytta.

Tassa tutkimuksessa ei 10ydetty tilastollisesti merkitsevid yhteyksid suolistomikrobiston
koostumuksen ja valkean aineen radaston, FU, mikrorakenteen kehityksen vililld. Yksi
heikko negatiivinen yhteys 10ytyi Staphylococcus-suvun pitoisuuden ja FU:n FA-arvojen
vilill4. Tutkimuksen puutteet huomioiden jatkoanalyysimahdollisuuksia olisi kuitenkin
monia. Niiden toteuttaminen voisi tuoda arvokasta, kliinisestikin merkityksellistd, lisdtietoa
suoli-aivoakselin toiminnasta.

Asiasanat: keskushermoston kehitys, suolistomikrobisto, fasciculus uncinatus
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2 Johdanto

Suoliston mikrobiomi on noussut tirkeéksi tutkimuskohteeksi, kun on haluttu ymmartid paremmin
ihmisen kehitykseen ja terveyteen vaikuttavia biologisia mekanismeja. Tutkimusten mukaan
mikrobiomi on yhteydessd immuunijarjestelméin ja aineenvaihdunnan séételyn liséksi myds
hermoston kehitykseen (Mancini ym., 2023). Lapsuuden suoliston mikrobiomi ndyttéé olevan
yhteydessd hermoston kehitykseen sekd episuorasti immuuni- ja hormonivalitteisten mekanismien
kautta ettd suoremmin hermoston séiételyverkostojen kautta (Mancini ym., 2023).

Suolistomikrobiston ja aivojen kehittymisen yhteyksid ja niiden mekanismeja ei vield tunneta
kattavasti. Suoliston mikrobiomi voi olla yhteydessa aivojen kehitykseen sddtelemalla
vilittdjdaineiden, kuten serotoniinin ja gamma-aminovoihapon (GABA), tuotantoa. Suurin osa
thmisen serotoniinista muodostuu suolistossa. Tutkimuksissa on havaittu, ettd tdysin
mikrobittomissa (engl. germ-free) hiirissd veren serotoniinipitoisuus on huomattavasti matalampi
kuin normaaleissa hiirissd (Fung ym., 2019). Lisdksi tutkimuksessa on havaittu, ettd
suolistomikrobiston aineenvaihdunnan tuotteena syntyva asetaatti padsee siirtyméén suolistosta
vereen ja siten veri-aivoesteen yli aivoihin, jossa se voi lisdtd GABA:n tuotantoa (Frost ym., 2014).
Liséksi mielenkiintoinen tutkinnan kohde on ollut kasvutekiji aivoperdinen neutrofinen tekija (engl.
brain-derived neurotrophic factor, BDNF). BDNF:n on todettu tukevan hermosolujen elossa
pysymisté tyrosiinikinaasi B-reseptorin kautta seké edistdvin synapsien muovautuvuutta (Bathina &
Das, 2015; Matin & Dadkhah, 2024). Suoliston dysbioosi, eli mikrobiston epitasapainotila, on
yhdistetty alentuneisiin BDNF-pitoisuuksiin, miké voi heikentéd seké synaptista plastisuutta etti
hermoston kehittymistd (Suda & Matsuda, 2022).

Yhdessi tutkimuksessa puolestaan havaittiin, ettd tdysin mikrobittomilla porsailla esiintyi aivoissa
alueita, joissa valkean aineen tilavuus oli pienempi kuin verrokeilla, joilla suolistomikrobisto oli
normaali (Ahmed ym., 2021). Pienentynyt valkean aineen tilavuus havaittiin molemmissa tutkinnan
kohteena olleissa alueissa, etuaivokuoren valkeassa aineessa (engl. prefrontal cortical white matter)
ja aivokurkiaisessa (Ahmed ym., 2021). Lisdksi mikrobittomilla porsailla oligodendrogeneesi oli
vihdisempid ja kypsien oligodendrosyyttien miéra oli pienempi (Ahmed ym., 2021). Loydoksissa
oli sukupuolten vilisid eroja. Namaé tulokset viittaavat sithen, ettd suolistomikrobistolla on
olennainen merkitys valkean aineen kehityksessd elamén alkuvaiheessa. Toisessa tutkimuksessa
suolistomikrobiston koostumuksen on mikrobittomilla hiirilld havaittu olevan yhteydessa
mikrogliasolujen kypsymiseen ja toimintaan (Erny ym., 2015). Mikrogliat ovat térkeitd turhien
synapsien karsinnassa ja hermoverkkojen muovautumisessa.

Suoliston mikrobiomi voi olla yhteydessé aivojen kehitykseen myds sddtelemélld hormonien, kuten
kortisolin ja muiden stressihormonien tuotantoa. Tdma tapahtuu muun muassa hypotalamus-
aivolisdke-lisamunuaisakselin (HPA) kautta (Sudo ym., 2004). HPA on tdrked stressivasteen
sddtelyssd. Suoliston mikrobiomi voi olla yhteydessd my0s veri-aivoesteen lépdisevyyteen.
Esimerkiksi suolistomikrobiston aineenvaihduntatuotteena syntyvit lyhytketjuiset rasvahapot, kuten
butyraatti, voivat vahvistaa veri-aivoestettd, mikd suojaa aivoja haitallisilta aineilta (Fock &
Parnova, 2023; Leclercq ym., 2017). Suoliston mikrobiomi ja keskushermosto voivat
kommunikoida my6s suoremmin vagushermon vilitykselld. Vagushermo vilittdd signaaleja
suolistosta aivoihin ja aivoista suolistoon. Tdémé hermoyhteys mahdollistaa nopean viestinnén
suolistomikrobiston ja aivojen vélilld ja se onkin keskeinen osa suoli-aivoakselin toimintaa (Bravo
ym., 2011).



Aiemmat tutkimukset viittaavat suolistomikrobiston koostumuksen olevan yhteydessi
kognitiiviseen kehitykseen (Carlson ym., 2018). Mikrobiston koostumuksella on havaittu olevan
yhteys aivoalueiden rakenteelliseen kehittymiseen, vaikkakin rakenteelliset erot ovat olleet vihdisiad
(Carlson ym., 2018). Eldinmalleissa suolistomikrobiston koostumuksen on havaittu olevan
yhteydessa aivojen valkean aineen mikrorakentesiin, erityisesti etuaivojen ja hypotalamuksen
alueilla (Ong ym., 2018). Thmisilla tehdyssa tutkimuksessa korkeammalla alfadiversiteetilld on
havaittu olevan yhteys muun muassa heikentyneeseen yhteyteen etummaisen pihtipoimun ja insulan
vililld (Gao ym., 2019).

Varhaislapsuuden suolistomikrobiston koostumus ja monimuotoisuus on yhdistetty myos lapsen
temperamenttipiirteisiin, kuten itsesditelyyn, myonteisten tunteiden ilmaisemiseen ja pelkoreaktion
voimakkuuteen (Aatsinki ym., 2019). Héiriot aivo-suoliakselin signaloinnissa voivat héirita
keskushermoston kehitystd. Useissa tutkimuksissa suolistomikrobiston koostumuksen on havaittu
olevan yhteydessa neuropsykiatrisiin tiloihin, kuten autismikirjon hiirié6n (Kang ym., 2013;
Korteniemi ym., 2023), masennukseen (H. Jiang ym., 2015; Kelly ym., 2016) seki tarkkaavaisuus-
ja ylivilkkaush&irioon (ADHD) (Aarts ym., 2017; H.-Y. Jiang ym., 2018). Suolistomikrobiston
epétasapaino on myos liitetty moniin somaattisiin sairauksiin.

Erityistd kiinnostusta on heréttényt valkean aineen radastojen kehitys, silld ne ovat keskeisia
hermoston informaation kulussa sekd aivotoimintojen ja -alueiden integroitumisessa. Fasciculus
uncinatus (FU) on yksi tirked valkean aineen assosiaatiorata. Se yhdistié limbisen jarjestelmén
rakenteita otsalohkon alaosiin. FU:n uskotaan olevan osallisena muistiin, pddtdksentekoon ja
tunnesditelyyn osallistuvissa prosesseissa ja sen rakenteellisten poikkeavuuksien on todettu
liittyvén neuropsykiatrisiin sairauksiin, kuten masennukseen ja ahdistuneisuuteen (Phan ym., 2009;
Tromp ym., 2019; Xu ym., 2023). Vaikka FU:n merkitystd psyykkisessd kehityksessé on tutkittu, on
sen kehityksen yhteydesta lapsuuden suoliston mikrobiomin koostumukseen vihén tietoa.

Tama tutkimus tarkastelee, onko lapsuuden suoliston mikrobiomin koostumuksella yhteyttd FU:n
mikrorakenteeseen viiden vuoden idssd. Tavoitteena on selvittdd mikrobiston koostumuksen yhteys
FU:n mikrorakenteen kehittyneisyyteen, kun sen rakennetta arvioidaan fraktionaalisen anisotropian
(FA) avulla. FA kuvaa veden diffuusion suuntautuneisuutta aivokudoksessa ja se saa arvoja 0 ja 1
valilld. Mitd yhdensuuntaisemmin vesi diffuntoituu, sitd 1dhempand FA on arvoa 1. FA-arvo kuvaa
valkean aineen mikrorakennetta. Mitd korkeampi FA on, sitd suurempi on aksonien mééra, niiden
tiheys ja myelinaation aste. Suolistomikrobiston koostumus analysoitiin alfa- ja beetadiversiteetin
avulla. Alfadiversiteetti kuvaa lajiston monimuotoisuutta. Se kertoo montako lajia, tai esimerkiksi
sukua, tietyssd ndytteessd esiintyy ja millainen on lajien suhteellinen runsaus. Alfadiversiteetti
mitattiin tdssd tutkimuksessa Shannon-indeksilld ja havaittujen lajien runsaudella. Shannonin
indeksi ottaa huomioon seké lajien lukumiérén ettd niiden suhteellisen osuuden. Beetadiversiteetti
kuvaa lajistollista eroa ndytteiden vililld eli kuinka paljon niytteiden mikrobistot eroavat toisistaan.

Tutkimuksen tavoitteena on lisdtd ymmarrystd suoliston ja aivojen kehityksen vélisestd yhteydesta.
Taman tutkimuksen tavoitteena ei ole selvittid mekanismeja, joilla yhteys selittyy. Yhteytta
selvittdvien mekanismien tutkiminen voisi olla hyva jatkotutkimusten kohde. Tutkimuksen
tuloksena odotetaan, ettd vauvaidn suoliston mikrobiomin koostumus ja monimuotoisuus ovat
yhteydessd valkean aineen radaston, fasciculus uncinatus (FU), mikrorakenteeseen.



3 Aineisto ja menetelmat

3.1 Tutkimukseen osallistuneet henkilot

Tutkimuksen osallistujat olivat osa FinnBrain-kohorttitutkimusta (Karlsson ym., 2018).
Tutkimuspopulaatio koostui 147 lapsesta, jotka antoivat ulostendytteet 2,5 kuukauden i4ssé ja
osallistuivat onnistuneesti magneettikuvaukseen (MRI) 5 vuoden idssd. MRI-kdynnit jdrjestettiin
lokakuusta 2017 maaliskuuhun 2020. Tutkimuspopulaation keskeiset taustatiedot esitetdén
tulososion alussa.

Tutkimuksen poissulkukriteerit tutkimukseen osallistuneille olivat seuraavat: 1) vasta-aiheita MRI-
kuvantamiselle, 2) syntyma ennen 35. raskausviikkoa, mikd perustui FinnBrain Cohort-tutkimuksen
neonatologin suositukseen; syntymé ennen 32. raskausviikkoa lapsilla, jotka altistuivat didin
raskaudenaikaiselle synteettiselle glukokortikoidihoidolle, 3) merkittdvé kehityshiiri6 (esim.
syddmen vajaatoiminta, sydinkirurgia, raajan puuttuminen, merkittdvit perinnolliset sairaudet jne.),
4) muut pitkdaikaisdiagnoosit, jotka vaativat jatkuvaa kontaktia sairaalaan (esim. autismi,
tarkkaavaisuushiirid, epilepsia jne.), 5) aistivamma (esim. sokeus ja kuurous), 6) péivittdisen
saannodllisen 1adkityksen kédytto (astmainhalaattoreita kaytettiin usein infektioiden yhteydessa eika
niitd pidetty poissulkemisperusteena), 7) vanhempien raportoima padvamma, joka vaati
sairaalahoitoa. Liséksi tietyt osallistujien ominaisuudet, kuten korvaputket (toistuvan
vilikorvatulehduksen hoito) tai suuret hammasraudat, estivit tutkimukseen osallistumisen.

3.2 Ulostedatan tiedonkeruu ja naytteiden analysointi

Ulostendytteet keréttiin tutkittavilta 2,5 kuukauden iéssd. Vanhemmille annettiin seki suulliset ettd
kirjalliset ohjeet ulostendytteiden kerddamisestd. Vanhemmat kerdsivét kotona ulosteen steriileihin
nédyteputkiin, jotka he siirsivit vilittdomasti kotona jidkaappeihinsa. Ulostendytteen oton jilkeen
ndyteputkiin kirjattiin ndytteenottohetki. Vanhemmat kuljettivat ndyteputket steriileissé
kylmépusseissa laboratorioon mahdollisimman nopeasti niytteenoton jélkeen. Ulostendytteista
analysoitiin vain ne, jotka olivat saapuneet laboratorioon 48 tunnin kuluessa néytteenottohetkesta.
Naytteenottoajankohdissa oli vaihtelua, joten analyysit korjattiin lapsen idn mukaan. Valmistajan
protokollasta poiketen ulosteen bakteerisolujen hajotus tehtiin laittamalla helmid ndyteputkeen ja
ravistelemalla eli tehtiin niin sanottu helmimurskaus (engl. bead-beating). DNA eristettiin
puoliautomaattisella GXT Stool Extraction Kit VER 2.0 -menetelméilld (Hain Lifescience GmbH,
Nehren, Saksa). Mikrobiston koostumuksen selvittdmiseksi hyodynnettiin 16S rRNA-geenin V4-
alueen monistamista ja toisen sukupolven sekvensointia [llumina MiSeq -tekniikalla.

3.3 Magneettikuvausdatan tiedonkeruu

Tutkimukseen rekrytointi toteutettiin kahdella puhelinsoitolla. Ennen jokaista kuvauskéyntid
suoritettiin huolellinen valmisteluprotokolla. Osallistujille annettiin kotiin valmistautumisohjeet
suullisesti ja kirjallisesti, jotta lapsi voisi totuttautua liikkkumattomuuden tunteeseen ja
magneettikuvauslaitteen daniin sekd ymmartiisi paikallaan pysymisen tirkeyden kuvantamisen
aikana. Tutkimushoitaja teki kotikdynnin ja tapasi lapsen ennen kuvantamista. Kuvaukset



suoritettiin joko hereilla tai luonnollisen unen aikana. Neuroradiologi tarkasti kaikki magneettikuvat
mahdollisten jatkotutkimusta vaativien 16yddsten havaitsemiseksi. Lastenneurologia konsultoitiin
tarvittaessa.

Magneettikuvaukset tehtiin Turun yliopistollisessa keskussairaalassa kédyttden Siemens Magnetom
Skyra fit 3T-skanneria, johon oli kytketty 20-kanavainen pdi- / kaulavastaanotinkela Siemens
Medical Solutionsilta (Erlangen, Saksa). Kuvantamisen nopeuttamiseksi kdytettiin tekniikkaa
nimeltd GeneRalized Autocalibrating Partially Parallel Acquisition (GRAPPA), joka varmisti datan
kerddmisen tehokkuuden ja tarkkuuden.

Skannauksissa saatiin kattavasti MRI-dataa, mukaan lukien T1- ja T2-sekvenssit seké
diffuusiopainotteiset kuvat. Kéyttdmalla kahdesti kohdistettua Spin Echo-Echo Planar Imaging (SE-
EPI) -tekniikkaa saatiin korkealaatuisia diffuusiopainotteisia kuvia. DTI-sekvenssit jaettiin
lyhyempiin sarjoihin, mikd mahdollisti osallistujien tarvittaessa pitdd taukoja skannausprosessin
aikana. Tapauksissa, joissa merkittdvd kuvantamisvirhe havaittiin valittomasti, yksittdiset sekvenssit
olivat toistettavissa varmistaen siten datan eheyden ja luotettavuuden.

3.4 Kuva-analyysi

Data muutetiin NI fTI -muotoon ja esikésiteltiin FSL 6.0 -ohjelmistolla (FMRIB-ohjelmistokirjasto,
Oxfordin yliopisto, Iso-Britannia). Diffuusiokuvien laatua valvottiin kdyttden DTIprep:id
(https://nitrc.org/projects/ditrep/, versio 1.0.0) oletusasetuksilla. Hyvaksytyt diffuusiogradientit
kaytiin vield ldpi visuaalisesti ja vddristyneet suunnat poistettiin manuaalisesti niiden lisdksi, jotka
DTlIprep valmiiksi hylkési. Liikkeen ja pyorrevirtojen korjaus sekd suuntavektorien kierto tehtiin
FSL-tyokalulla samanaikaisesti. Tamén jélkeen kdytettiin FSL:n Tract-Based Spatial Statistics
(TBSS) -tyokalua valkoisen aineen radastojen runkojen arvioimiseen erikseen kullekin osajoukolle
ja kuvien viliseen kohdistamiseen. Osajoukon edustavin FA-kuva valittiin kohdekuvaksi.
Koehenkildiden kuvantamisdatan perusteella muodostettiin keskiméardinen FA-runko ja tété
tutkimuskohtaista mallia sovellettiin FA-runkojen luomiseksi kédyttdmalld tyypillisesti FA-
kynnysarvoa 0,2. Tassé tutkimuksessa tarkasteltiin vain fasciculus uncinatusta ja sen FA-arvoja.

3.5 Tilastoanalyysit

Tilastoanalyysien suorittamiseen kdytettiin ohjelmaa nimeltd Rstudio (versio 4.2.0) ja sen paketteja
”Mia” (versio 1.4.0) ja "TreeSummarizedExperiment” (versio 2.4.0).

Muuttujien normaalijakaumat analysoitiin visuaalisesti histogrammeista ja Q-Q-kuvaajalla seka
Shapiro-Wilk-testilld. Lineaariset regressioanalyysit tehtiin merkityksellisten muuttujien vélilla
selvittimién, onko niiden vélilld yhteyttd. Alfadiversiteetti mitattiin Shannon-indeksill4 ja
havaittujen lajien runsaudella. FA-arvojen ja Shannon-indeksin sekd havaittujen lajien runsauden
vilistd korrelaatiota tarkasteltiin Pearsonin korrelaatiokertoimella (PCC).

Beetadiversiteetti mitattiin Principal Coordinate Analyysilld (PCoA) ASV-tason datalle kéyttden
Bray-Curtisin erilaisuusmittaa, Jaccardin indeksii ja Euklidista etdisyyttd. Euklidinen etdisyys
analysoitiin my0s padjaksotason datalla. Beetadiversiteetin osalta tehtiin Permutational multivariate
analysis of variance (PERMANOVA) -analyysi. Adonis-komentoa Vegan-paketista kéytettiin
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analysoimaan beetadiversiteetin yhteyttd FU:n FA-arvoihin. PERMANOVA suoritettiin kdyttden
Bray-Curtis- ja Jaccard-indekseja.

Yksittdisten bakteerisukujen pitoisuuksien yhteyksid radastoihin tutkittiin Differential abundance -
analyysilld (DAA). DAA on tilastollinen menetelma, jolla voidaan analysoida yksittéisid taksoneita
ja analysoida eroaako niiden suhteellinen méird néytteiden vililld. DAA suoritettiin kdyttden
DESeq2-tyokalua sukutasoisella datalla.

4 Tulokset

4.1 Tutkimuspopulaation keskeiset taustatiedot

Tutkimuspopulaation sukupuolijakauma oli 78 (53,1%) poikaa ja 69 (46,9%) tyttod. Tutkimukseen
osallistuneiden keskiméérdinen ik raskausviikkoina syntymahetkelld oli 39,7 (keskihajonta (SD)
1,7). Tutkimuspopulaatiosta 118 (80,8%) syntyi alateitse ja 28 (19,2%) sektiolla. Syntymipaino oli
keskiarvoltaan 3 537g (SD 493g). Tutkimukseen osallistuneiden lasten ditien ikien keskiarvo
syntymihetkell oli 30,3 vuotta (SD 4,8 vuotta). Aitien koulutustaso oli saatavilla 141 lapsen osalta.
Koulutustaso jaoteltiin kolmeen luokkaan seuraavasti: matala koulutustaso (n = 35) (24,8%),
ammatillinen tai lukiotasoinen koulutus (n = 38) (27,0%) ja korkeakoulutus (n = 68) (48,2%).
Raskauden aikana dideistd 139 (94,6%) ei tupakoinut ollenkaan, 6 (4,1%) tupakoi vain raskauden
alussa ja 2 (1,4%) tupakoi sekéd raskauden alussa ettd lopussa.

4.2 Alfadiversiteetin ja FA-arvojen valinen korrelaatio

Pearsonin korrelaatio oikean fasciculus uncinatuksen (FU) FA-arvojen ja Shannon-indeksin vililla
oli -0,11 (p-arvo = 0,41) (kuva 1). Korrelaatio vasemman FU:n FA-arvon ja Shannon-indeksin
vililld oli 0,035 (p-arvo = 0,78) (kuva 2).



2.5
2.0 1
= ——
&
E 15 A
[45]
ﬁ =
&
=
=
o
1.0+
0.5+
0.0 4 i T T 1
) ] 5] 3]
';.":-1ll ';.":-b. ';;-'D 'n_.":-'.?:'h

fascic_unc R

Kuva 1: Pearsonin korrelaatio oikean fasciculus uncinatuksen (FU) FA-arvojen ja
Shannon-indeksin (Richnessshannon) Vélilld. fascic_unc R tarkoittaa oikean FU:n FA-

arvoja.
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Kuva 2: Pearsonin korrelaatio vasemman fasciculus uncinatuksen (FU) FA-arvojen
ja Shannon-indeksin (Richnessshannon) Vélilld. fascic unc L tarkoittaa vasemman

FU:n FA-arvoja.
Pearsonin korrelaatio oikean FU:n FA-arvon ja havaittujen lajien runsauden vililld oli 0,13 (p-arvo
=0,30) (kuva 3). Korrelaatio vasemman FU:n FA-arvon ja havaittujen lajien runsauden vililla oli -

0,068 (p-arvo = 0,59) (kuva 4)
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Kuva 3: Pearsonin korrelaatio oikean FU:n FA-arvon ja havaittujen lajien runsauden
(Richnessobserved) Valilld. fascic unc R tarkoittaa oikean FU:n FA-arvoja
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Kuva 4: Pearsonin korrelaatio vasemman FU:n FA-arvon ja havaittujen lajien
runsauden (Richnessoserved) Valilld. fascic unc L tarkoittaa vasemman FU:n FA-

arvoja.

4.3 Beetadiversiteetti ja FA-arvot

R? on regressiomallin selitysosuus ja se ilmaisee kuinka suuren osan selittivin muuttujan
vaihtelusta regressioanalyysin selittdvat muuttujat voivat selittdd. Sen arvot vaihtelevat valilla 0 —
1,0. Kun R? on suuri, selittivit muuttujat selittdvit suuren osan vaihtelusta. Jos se taas on pieni,

selittdvit muuttujat selittdvit vain vihin selittdvin muuttujan vaihtelusta.

Oikean puolen FU:n PERMANOVA:n tulos Bray-Curtisin indeksill oli R? 0,0096 (p-arvo = 0,90)
Vasemman puolen osalta PERMANOVA:n tulos Bray-Curtisin indeksilli oli R?0,017 (p-arvo =

0,37).



4.4 Bakteerisukujen yhteydet FA-arvoihin kayttaen DESeq2-tyokalua

Staphylococcus-bakteerisuvun runsauden ja oikean FU:n FA-arvojen vilill4 oli heikko negatiivinen
yhteys (p-arvo = 0,0035, Log fold change -30,0, mutta korjattu p-arvo = 0,13, kuvat 5 ja 6). Log2
fold change, lyhyesti kertamuunnos, kertoo kuinka paljon jonkin bakteerisuvun maéré kasvaa tai
viahenee ndytteiden valilla.

baseMean log2FoldChange IfcSE stat pvalue padj
Staphylococcus 82.51652 -30.000000 10.27059 -2.9209626 0.0034895 0.1326017
Clostridium 26983.36942 -30.000000 14.51248 -2.0671867 0.0387166 0.4904098
Prevotella 90.80282 -30.000000 1397270 -2.1470434 0.0317898 0.4904098
Unidentified_Genus.1 849.20037 -30.000000 16.73372 -1.T906475 0.0733499 0.696823%
Escherichia 37925.65551 11.889710 1596771 0.7446095 0.4565078 0.8603412
Bifidobacterium 25604.13567 -3.801667  9.45435 -0.4021077 0.6876048 0.8603412

Kuva 5: baseMean tarkoittaa keskimairdistd havaittua miiraa kaikista niytteistad
kyseiselle bakteerisuvulle. LfcSE tarkoittaa logfolds standard erroria. stat tarkoittaa
testisuuretta, joka lasketaan log2FoldChange / IfcSE. Mitd suurempi stat:in itseisarvo
on, sitd luotettavampi log2FoldChange on. Pvalue tarkoittaa p-arvoa ja padj
tarkoittaa korjattua p-arvoa.
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Kuva 6: Staphylococcus-bakteerisuvun runsauden (count) ja oikean FU:n FA-arvojen

vilinen yhteys. fascic unc R tarkoittaa oikean FU:n FA-arvoja.

Staphylococcus-bakteerisuvun runsauden ja vasemman FU:n FA-arvojen vililla oli heikko
negatiivinen yhteys (p-arvo = 0,0032). Log2FoldChange oli -29,91, mutta korjattu p-arvo oli 0,12
(kuvat 7 ja 8)

baseMean log2FoldChange IfcSE stat pvalue padj
Staphylococcus 82.51652 -29.91263  10.15064 -2.946872 0.0032101 0.1219822
Unidentified_Genus 4570.78091 -30.00000 14.34830 -2.090840 0.0365424 0.2958465
Prevotella 90.80282 -28.69724 1389726 -2.064956c 0.0389272 0.2958465
Bacteroides 106208.23808 30.00000 13.63903 2.199570 0.0278374 0.2958465
Clostridium 26983.36042 30.00000 13.82997 2.169201 0.0300674 (0.2958465
Escherichia 37925.65551 26.85858 1514721 1773170 0.0762005 0.4350084

Kuva 7: baseMean tarkoittaa keskimdérdistd havaittua méaarda kaikista naytteista
kyseiselle bakteerisuvulle. LfcSE tarkoittaa logfolds standard erroria. stat tarkoittaa
testisuuretta, joka lasketaan log2FoldChange / IfcSE. Mitd suurempi stat:in itseisarvo
on, sitd luotettavampi log2FoldChange on. Pvalue tarkoittaa p-arvoa ja padj
tarkoittaa korjattua p-arvoa.
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Kuva 8: Staphylococcus-bakteerisuvun runsauden (count) ja vasemman FU:n FA-
arvojen vélinen yhteys. fascic unc L tarkoittaa vasemman FU:n FA-arvoja.

5 Pohdinta / paatelmat

Suolistomikrobiston ja keskushermoston kehityksen vélisen yhteyden tutkiminen on tilld hetkelld
vield suuri tieteellinen haaste. Eldintutkimukset ovat ehdottaneet, ettd suolistomikrobisto on
yhteydessd myelinaatioon ja aivojen valkean aineen kehitykseen (Ahmed ym., 2021; Ong ym.,
2018). Aiemmissa tutkimuksissa ithmisilld lapsuuden suoliston mikrobiomin monimuotoisuuden on
havaittu liittyvin aivojen valkean aineen tilavuuteen ja kehitykseen lapsuudessa (Gao ym., 2019).

Téassd tutkimuksessa pyrittiin selvittiméén, 10ytyyko suolistomikrobiston koostumuksen ja valkean
aineen radaston, fasciculus uncinatuksen (FU), vélilla yhteyttd lapsilla. Tutkimuksen tuloksena
saatiin, ettd suolistomikrobiston diversiteetti ei ole yhteydessd FU:n FA-arvoihin, mutta
Staphylococcus-bakteerisuvun runsauden ja FU:n FA-arvojen vililld 16ytyi heikko negatiivinen
yhteys.

Alfadiversiteetin ja FU:n FA-arvojen vililld ei havaittu tilastollisesti merkitsevdé korrelaatiota.
Aiemmassa tutkimuksessa ithmisilld havaittiin positiivinen yhteys alfadiversiteetin ja valkean aineen
toiminnallisten yhteyksien vililld (Gao ym., 2019). Toisessa aiemmassa tutkimuksessa havaittiin
alfadiversiteetin ja kognitiivisen prosessointinopeuden vélilld olevan positiivinen yhteys
kasvuhormonipuutteisilla lapsilla (Wang ym., 2024). Aiemmissa tutkimuksissa ei ole analysoitu
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alfadiversiteetin yhteyttd valkean aineen mikrorakenteen kehittyneisyyttd kuvaaviin FA-arvoihin.
Beetadiversiteetin ja FA-arvojen vililld ei havaittu tilastollisesti merkitsevédé korrelaatiota tdssa
tutkimuksessa. Beetadiversiteetin ja FA-arvojen vilisestd yhteydestd ei 16ydy aiempaa dataa.

Staphylococcus-bakteerisuvun runsauden ja FU:n FA-arvojen vililld 16ytyi heikko negatiivinen
yhteys. Muiden bakteerisukujen ja FA-arvojen vililld ei todettua heikohkoakaan yhteytta téssi
tutkimuksessa. Aiempaa tutkimusta, jossa tutkittaisiin suolistomikrobiston sukutasoisen datan
yhteyttd aivojen kehittymiseen terveilld lapsilla ei ole tehty.

Suolistomikrobiston normaaliflooraan kuuluvat Staphylococcus-suvun bakteerit pystyvit
syntetisoimaan aromaattista aminohappodekarboksylaasi-entsyymié (SadA), joka tuottaa
dopamiinia ja serotoniinia niiden esiasteista (Lugman ym., 2018). Tdmai viittaa mahdolliseen
Staphylococcus-bakteerisuvun yhteyteen isdnnin hermovalittdjdainejirjestelmiin (Lugman ym.,
2018). Dopamiinin on todettu sddtelevin immuunisolujen toimintaa ja olevan yhteydessi
mikrogliasolujen liikkeeseen, mika saattaa olla yhteydessd neuroinflammatorisiin prosesseihin ja
tatd kautta liittyd aivojen rakenteeseen ja kehitykseen (Farber ym., 2005; Sarkar ym., 2010).

Suolistomikrobiston Staphylococcus-suvun bakteerien yhteyttd neuropsykiatrisiin sairauksiin tai
tiloihin ei ole tutkittu ihmisilld. Viimeaikainen TGRS5-puutteisilla hiirimalleilla tehty tutkimus on
antanut viitteitd, ettd Staphylococcus-suvun bakteerien lisddntynyt mairé suolistossa on yhteydessi
alentuneisiin serotoniinitasoihin sekd masennus- ja ahdistustyyppiseen kéyttdytymiseen (Tao ym.,
2024). Tama viittaa mahdolliseen yhteyteen aivojen vilittdjdainejirjestelmien sddtelyssd. Myds
metaboliset tai immunologiset mekanismit voivat olla mahdollisia. Viimeaikaisessa hyvin
ennenaikaisesti syntyneilld lapsilla tehdyssé tutkimuksessa havaittiin, ettd aivojen valkean aineen
vauriosta kérsivilld lapsilla suolistossa esiintyi runsaammin Staphylococcus-suvun bakteereja (Liu
ym., 2023). Loydos viittaa yhteyteen suolistomikrobiston epétasapainon ja aivojen valkean aineen
kehityshéirididen vélilla.

Tutkimuksen vahvuutena oli se, ettd tutkimus perustuu laajaan ja hyvin karakterisoituun
vaestopohjaiseen FinnBrain syntymékohorttiin, miké lisda tulosten luotettavuutta ja mahdollistaa
kontrollin useille sekoittaville tekijoille. Naytteet on kerétty varhaisessa idssé (2,5 kuukautta),
jolloin mikrobiomi heijastaa kehityksellisesti herkkié vaiheita. Aivokuvantaminen on tehty
yhdenmukaisesti viiden vuoden idssd, mahdollistaen ajallisen yhteyden arvioinnin. Tutkimus
hyodyntda kvantitatiivista DTI-pohjaista FA-mittausta tarkkaan rajatusta valkean aineen radastosta
(FU), joka on biologisesti perusteltu alue kognitiivisen kehityksen kannalta.

Tutkimuksen heikkoutena on muun muassa se, ettd FA on epédsuora mittari valkean aineen
rakenteesta, eikd se yksindédn pysty erottamaan eri mikrorakenteellisia muutoksia (esim. myelinaatio
vs. aksonitiehys), mika rajoittaa 16yddsten tulkintaa. Otoskoko on kohtalainen, mutta kun otetaan
huomioon mikrobiomin suuri biologinen vaihtelu, suurempi kohortti olisi lisdnnyt analyysien
tilastollista voimaa. Tutkimuksen havainnollinen asetelma ei mahdollista tdysin varmaa
kausaalisuhteiden arviointia mikrobiomin ja aivojen kehityksen vélilld. Tutkimusasetelman luonteen
vuoksi ei voida varmaksi sanoa, ettd mikrobiomi aiheuttaisi muutoksia aivojen kehityksessd. On
mahdollista, ettd havaittu yhteys johtuu jostain kolmannesta tekijéstd, joka voi olla esimerkiksi
ympéristo, perima tai muu biologinen tekija, eikd mikrobiomi vélttimatta ole syy, vaan vain
samanaikainen biologistista tekijoisté tai ympadristotekijoistd johtuva ilmid.
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Tutkimuksen tuloksena saatiin yksi heikko yhteys Staphylococcus-suvun bakteerien ja FA-arvojen
vélilld. Se jéi lopulta tilastollisesti merkityksettoméksi korjatun p-arvon myotd. Kyseessid voisi olla
védrd positiivinen. Heikkoutena my®ds se, ettd analyyseissa kdytossé oli vain yksi tyokalu.

Mahdollisia jatkoanalyysimahdollisuuksia on useita ja niiden toteuttaminen voisi tuoda esiin
erilaisia, tilastollisesti merkitsevidkin tuloksia. Tutkimusaineisto voitaisiin analysoida erikseen
sukupuolittain. Aiemmat tutkimukset ovat osoittaneet huomattavia eroja 5-v lasten valkeassa
aineessa sukupuolten vililld (Kumpulainen ym., 2023). Sukupuolittainen tarkastelu voisi paljastaa
yhteyksid, jotka jadvit piiloon koko aineiston tasolla. Sukupuolittain tehdyt jatkoanalyysit voisivat
olla hyva jatkotutkimusten kohde. Tutkimuksessa 10ytyi yksi heikko korrelaatio Staphylococcus-
suvun ja FU:n FA-arvojen vilill4, joten timé& suku voisi toimia kiinnostavana mikrobistomarkkerina
ja sitd voitaisiin kdyttdé regressioanalyyseissd. Muita jatkoanalyysimahdollisuuksia voisivat olla
erilaiset beetadiversiteettid kuvaavat muuttujat. Nditd voisivat olla pddkomponenttianalyysin
(PCoA) kaksi ensimmadistd dimensiota, jotka selittdvat merkittdvén osuuden mikrobiston
vaihtelusta. Ne voisivat toimia hyvini selittdvind muuttujina regressiomalleissa.

Aineistokoon rajallisuus voi osittain selittdd 16ydosten niukkuuden. Yksinkertaisen
korrelaatioanalyysin sijaan voitaisiin kdyttda regressioanalyysid, jossa suoraan DTI-datasta
voitaisiin arvioida korrelaatioita suoliston mikrobiomin ja koko aivojen alueelta. TAma voisi auttaa
16ytdmdan mahdollisia assosiaatioita laajemmin ja tarkemmin. Jos tésté 10ytyisi yksittdinen
assosioituva radasto, titi voitaisiin kdyttad jatkossa suhteessa esimerkiksi suolistomikrobiston
tuottamiin aineenvaihduntatuotteisiin. Niistd aineenvaihduntatuotteista voitaisiin 16ytaa
mahdollisesti mekanismiin perustuva hypoteesi ja valita jokin kandidaattimetaboliitti
jatkoanalyyseihin.

5.1 Yhteenveto ja paatelmat

Suolistomikrobiston koostumuksella ja keskushermoston kehitykselld on aiempien tutkimusten
valossa yhteys. Keskushermoston ja suolistomikrobiston yhteys toisiinsa tapahtuu useamman eri
monimutkaisen reitin kautta. Lisdksi useat ympéristotekijéit ovat yhteydesséd sekd
suolistomikrobistoon, ettd keskushermoston kehittymiseen.

Tassd tutkimuksessa ei saatu tilastollisesti merkitsevéd tulosta suolistomikrobiston ja
keskushermoston kehityksen vilisestd yhteydestd, vaikkakin Staphylococcus-suvun pitoisuuden ja
FA-arvojen vililla oli yhteys. Ei ole varmuutta oliko todettu yhteys védra positiivinen 16ydds.
Jatkoanalyysimahdollisuuksia on kuitenkin monia ja niiden toteuttaminen voisi tuoda arvokasta,
kliinisestikin merkityksellistd, lisétietoa suoli-aivoakselin toiminnasta.
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