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"Raharaaseikko” - Pakurin puoliviljelyhanke

& Kehittdd menetelmid Pakurin laajan mittakaavan
kasvatukseen

& Kehittaa tyokalut Pakurin laatukontrollia varten

& Auttaa metsanomistajia myymaan pakuria luomalla
verkostot tuottajien, jalostajien ja markkinoijien
valille

& Tuottaa tietoa ja ohjeistukset metsanomistajille ja
luonnontuotevalmistajille Pakurin viljelyyn ja
Jatkojalostukseen
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Pakuri eli Inonotus obliguus —kaavan steriili pahka

”
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Suomalaisesta Pakurista kehittamaan markkinoille tuotteita, kuten
pakuriteeta. Tuotteiden myyntivalttina on terveellisyys.

Pakurissa, kuten muissakin luonnontuotteissa, on suuri maara
erilaisia bioaktiivisia yhdisteita. Niiden keskinaiset maarasuhteet
vaihtelevat. Kasvuolosuhteet ja alue, raaka-aineen esikasittely,
prosessointi seka sailytysolosuhteet ja aika vaikuttavat lopputuotteen
ominaisuuksiin,

Terveysvaikutus on kaikkien tuotteen aineosien yhteisvaikutus.
Toistaiseksi ei pystyta varmistamaan tuotteen terveysvaikutusta
muutamien yhdisteiden pitoisuuksien perusteella. Muutos jonkun
yhdisteen pitoisuudessa tai uuden yhdisteen ilmaantuminen voi
kumota toisten vaikutukset.

Siksi kehitimme nopean ja melko huokean menetelman ehka
tarkeimman bioaktiivisuuden, tulehduksen eston, mittaamiseen.
Vertasimme kotimaisista Pakureista tekemiemme uutteiden biologista
aktiivisuutta niithin, mit& kirjallisuudessa on kuvattu.

”
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Pakurin immuunivaikutukset

Muiden terveytta edistavien ominaisuuksiensa lisdksi Pakuri
auttaa saatelemaan immuunijarjestelman toimintaa. Pakuri
vahvistaa joitain immuunijarjestelman osia, kuten esim.
tappajasolujen (NK-solut) toimintaa (ADCC-reaktiot) ja
toisaalta Pakuri hillitsee fagosytoivien solujen aktiivisuutta.

Koe-eldain — ja solumallitutkimuksissa Pakuri on suojannut
verisuonten seindmien endoteelisoluja happen radikaalien ja
ei-toivottujen tulehdusreaktioiden aiheuttamilta vaurioilta.

Pakurilla on raportoitu olevan monenlaisia suotuisia
terveysvaikutuksia. Naista tulehduksen esto ja
Immuunijarjestelman toimintaa saatelevat vaikutukset ovat
tarkeimmat inmisten aineenvaihdunnan terveyden kannalta.

Lukge)

5 © Natural Resources Institute Finland NATURAL RESOURCES
INSTITUTE FINLAND



Terveys ja metatulehdus 1

2-tyypin diabetes, verisuonten ahtautuminen, monet sygvat ja
Alzheimerin tauti, - niin erilaisia kuin ndma sairaudet ovatkin, niiden
kaikkien synnyssa ja etenemisessa on keskeisessa asemassa
pitkaaikainen tulehdus.

Litka-aktiiviset valkosolut ovat keskeisessa asemassa naiden
salrauksien synnyssa.

Neutrofiilit, joita on noin puolet kaikiosta valkosoluista, ovat p&aaasial-
linen happiradikaalien lahde tulehduksen aikana. Monosyytelilla ja
makrofageilla on myos keskeinen rooli valtimotaudin ja 2-tyypin
diabeteksen kehittymisessa. Liika-aktiiviset monosyytit ja makrofagit
ovat tulehdusvalittajdaineiden (sytokiinit) paaasiallinen lahde.
My0Os ne vapauttavat hapen radikaaleja.

Nama prosessit ovat mukana ateroskleroottisen plakin kehittymisen
kaikissa vaiheissa ja tulehdusvalittajaaineiden vapauttamisessa, joka
edesauttaa insuliiniepaherkkyyden kehittymista. o

Luke
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Influence of Anthropological Stimuli on Atherogenesis

Characteristics of Plaque Development

1. EC Injury and 4. SMC Proliferation
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Terveys Ja metatulehdus 2

 Myeloperoksidaasi (MPO) on hapettava entsyymi, jota
aktivoituneet valkosolut vapauttavat verenkiertoon.

« MPO voi paikallisesti toimia NO —oxidaasina ja aiheuttaa verisuonen
sisdseinan solujen toimintahairidita ja kohottaa verenpainetta.

« Akuuteista sydanoireista karsivilla infarktipotilailla veren MPO-
aktiivisuus on yksi ennusteeseen vaikuttava tekija.

« Strategioilla, jotka kohdistuvat valkosolujen aktivoitumiseen
tulehdussoluiksi, katsotaan paitsi olevan kansantautiemme syntya
ehkaiseva vaikutus, myds olevan terapeuttista vaikutusta, koska
monosyytti—-makrofagi systeemin likka-aktiivisuus on dynaaminen
prosessi, joka jatkuu koko sairauden etenemisen ajan.

« Elintarvikkeiden, joilla on tulehdusta hillitsevia ominaisuuksia,
katsotaan yleenséa olevan hyvaksi inmisille valtimotaudin ja 2-tyypin
diabeteksen kannalta. Q

Luke
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Immuunipuolustuksella on hintansa.

Maurits C. Escher
Enkelit ja paholaiset
v.1960
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Tulehdusvaikutuksen mittaaminen 1

Koeputkimenetelmilla, joilla tutkitaan uusia mahdollisesti
tulehdusta hillitsevia yhdisteita, jotka voisivat estaa fagosyyttien
muuttumista tulehdussoluiksi tai happiradikaalien tuottoa, on
usein korkeat materiaalikustannukset. Suurten naytemaarien
tutkiminen eri pitoisuuksina voi vaatia satoja yksittaisia
mittauksia. Siksi aikaa ja tarvikkeita saastavia menetelmia
tarvitaan.

Yleisimmin kaytettyja menetelmia on mitata tutkittavan aineen
vaikutusta valkosolujen tuottamien tulehdusvalittgjdaineiden
tuottoon. Haittoina on testeissa kaytettdvien monoklonaalisten
vasta-aineiden kalleus ja tosiasia, etta edes jonkinlaisen kuvan
saaminen esim. Pakurin tulehdusvaikutuksesta edellyttaa

vahintaan kolmen tai neljan eri sytokiinin mittaamista eri
naytepitoisuuksilla. Tulehdustekijat erittyvat eri aikoina, jonka

takia naytteetkin on otettava useaan kertaan eri ajankohtina. Q

Luke
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Tulehdusvaikutusten mittaaminen - sytokiinivaste

Cytokine response

Plasma concentration

Time after LPS

Eri tulehdusvalittajaaineiden (sytokiinit) ilmaantumisen aikajarjestys E. coli —bakteerin
soluseinan lipopolysakkaridin (LPS) antamisen jalkeen. Ensin vapautetaan tulehdusta
edistavia ja sitten hillitsevia valittgjaaineita.

Keskinaiset pitoisuudet ja aika ovat keinotekoisilla asteikoilla, jotta ne saadaan esitettya

samassa kuvassa. Calder ym. 2013. British Journal of Nutrition. 109, S1, S1-S34. o
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« Paadyimme mittaamaan suoraan Pakurin vaikutusta veren
aktivoituneiden valkosolujen happiradikaalien
tuottoon.Tatéa varten kehitimme kemiluminesensiiin
perustuvan nopean ja tarkan menetelman mitata solujen
perustason superoksidiradikaalin tuotantoa,
myeloperoksidaasin aktiivisuutta ja radikaalien tuotantoa
tapporeaktioiden aikana.

&

* Monosyytti (vas.) ja neutrofiili (oik.)
May-Grinwald —Giemsa varjattyina.
Oikealla neutrofiili syo bakteereita
(pyyhkaisyelektronimikroskooppikuva).

”
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Fagosytoivien valkosolujen kemiluminesenssi

Glucose +NADP” Pentose-P
G-6-P-dehydrogenase  + NADPH
NADPH + O, NADP*
Cytochrome .., +0,
20, + 2H e

Superoxide dismutase

20, + H,0, OH+OH +'0,

Fagosytoivat valkosolut tappavat mikrobeja lysosomaalisten

hajottavien entsyymien, kuten proteaasien, ja hyvin toksisten
reaktiivisten happiyhdisteiden avulla. Happiyhdisteet emittoivat
fotoneja, valoa, kun niiden hapetusenergia purkautuu. Tapporeak-

tiot voivat tapahtua seka solujen ulko- etta sisapuolella lysosomeissa.

Tata valoemissiota kutsutaan fagosyyttien kemiluminesenssiksi

(KL). KL korreloi hyvin sy6tyjen mikrobien maaran ja niiden tapon Q

kanssa. LU k -
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Kemiluminesenssin vahvistaminen

Production of reactive oxygen radicals during respiratory burst:

NADPH-oxidase Superoxide
complex dismutase
NADPH + 20, » NADP*+H*+2°0,7  2:0,4+2H* —— H,0,+0,
H202+C|' Myeloperoxidase N H20+OC|'

« Lusigeniini ja luminoli vahvistavat KL-emission 102-10 3 ja
10 4-kertaisesti.

« Lusigeniini on hyvin spesifinen superoksidiradikalille, joten
lusigeniini KL heijastaa NADPH-okidaasikompleksin toimintaa.

« Luminolin KL l&hes taysin riippuvainen myeloperoksidaasin
(MPO) aktiivisuudesta solun sisagranuloista.

Lukge)
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Protokolla

Perifeeristd EDTA-verta sekoitettiin 0.83%
ammoniumkloridiliuokseen (1:10 v:v) ja sekoitettiin
20min ajan. Punasolujen kalvotdhteet poistettiin
sentrifugoimalla ja valkosolut suspentoitiin HBSS-
puskuriin, jossa 0.1% gelatiinia.

Eri solutyyppeja ei eroteltu soluaktivaation
valttamiseksi erotusprosessien aikana. Myos eri
solutyyppien keskinéiset vuorovaikutusten haluttiin
tapahtuvan LPS-kasittelyn aikana.

Luminoli tai lusigeniini lisattiin (0.8mM). 100ul soluja
pantiin kuoppalevyn kaivoihin ja lisattiin 50ul
Pakuria. Soluja haudottiin 35 min ajan 37° C:ssa.
Osa soluista muutettiin tulehdussoluiksi lisdamalla
LPS:a (250ng/ml). Perustason superoksidin tai
MPO:n tuottamien hapen radikaalien tuotto mitattiin
ns. ultraheikkona KL-emissiona luminometrilla.

Lopuksi indusoitiin solutapporeaktio lisdadmalla
seerumikasiteltyja hiivapartikkeleita 125ug.
Reaktiota seurattiin 1 tunti 20 min kineettisesti.

The KL huippuarvo kuvaa tapporeaktion voimaa ja
huipun ajankohta kuvaa reaktionopeutta.

16

EDTA-blood is taken from antecubital
wein of healthy volunteers in Luke

—> hvpotonic lysis of red cells for 20min
—> centrifugation 300g for 5min

—> leukocvtes suspensed to HBSS -buffer

}

Leukocvtes added into plate with Pakuri
and warmed to 37°C for 13 minutes

v

Measuring basal level radical production
for 35 min with Pakuri. Part of the cells
are also primed to inflammatory cells
with 250ng/mL of E. coli LPS

Basal radical Inflammatory
productian radical production

| l

Evoking respiratory burst with human
serum treated zymosan (veast particles)

!

Respiratory burst

Lu kg
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Pakurinaytteiden esikasittely valkosolutesteihin

. Pakurit pakastettiin, jauhettiin ja pakkaskuivattiin.

. Jauhetta punnittiin 7,5 g ja pantiin 250 ml py6rokeittimeen johon
lisattiin 50ml Milli-Q -vetta.

. Seosta refluksoitiin 2 tuntia sdhkbhauteessa - jaahdytys.

. Suodatus Whatman 1 —paperin lapi Biichner-suppilossa.

. Suodos punnittiin lautasella ja pakkaskuivattiin. Kuiva-aine punnittiin.

. Sailytys -22° C.

. Tulehduskokeita varten pulverit liuotettiin HBSS-puskuriin (30mg/ml).

. pH saadettiin 7.4:4an 20mM natrium-boorihappopuskurilla (pH 9.0) ja
HBSS-puskuria liséattiin niin etta pitoisuus oli 15mg/ml.

. Seos sentrifugoitiin kahdesti 30 000g:ssa 20min ajan, jotta kaikki
liukenemattomat partikkelit saataisiin pois.

. Neste suodatettiin 0,22um mikrosuodattimien lapi

Sdilytys erissa -22C:ssa.

Pitoisuudet kokeissa olivat 1,71 - 1250 pg/ml (w/v).

Lukge)
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Pakuriuute vaikuttaa lepotilassa olevien solujen
perustason MPO-radikaalituottoon tulehdussoluilla

— Kontrollitaso ei-tulehdussoluilla

A —— Kontrollitaso tulehdussoluilla
- —&— Luken pakuriuute, ei-tulehdussolut
—&— Luken pakuriuute, tulehdussolut

3,0

25 A

Myeloperoksidaasientsyymin aktiivisuus

luminolin kemiluminesenssina (rlu)
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Pakuriuutteen pitoisuus mikrogrammaa per millilitra

« Pisteet ovat 6 henkilon keskiarvoja *keskihajonta.

« Koska signaali oli hyvin pieni, keskihajonta ol
korkea.

Pakuri vahensi persutason myelo-

peroksidaasista riippuvaa radikaalien
tuottoa lepotilassa olevilla soluilla (6

koehenkil6a).

Vaikutus on voimakkaampi tuleh-
dussoluilla kuin normaalisoluilla.
Kyseessa on oltava muukin kuin
antioksidanttivaikutus. Pakuriuute
vaikuttaa soluaineenvaihduntaan
spesifimmin.

MPO:n liiallisella vapautumisella
vereen hairiintyneen valkosolutoimin-
nan seurauksena on ajan oloon
merkittava tekija monien kroonisten
sairauksien kehittymi-sessa.

Pakurin yhdisteet estavat naita
vahingollisia ja rappeuttavia
prosesseja. Pakurilla voi siis
edesauttaa terveytta pienentamalla
aineenvaihduntasairauksien riskia o

Luke
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Chemiluminescence (rlu)

Radikaalituotto tapporeaktiossa ja LPS -kasittely

600

] Max primed —&— Inflammatory phagocyte
primed with LPS
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Phagosom
NADPH TRRG
NADPI/;I- ' Phagocytosed 3 N\
Oxidase-complex , 2 . padt \

NADP* +
H'l-

Tulehdustilassa fagosyytit

reagoivatt nopeammin ja usein
voimakkaammin mikrobeihin kuin
normaalitilaiset solut. Mikrobien
kappaleet tai tulehdusvalittgja-
aineet aiheuttavat solun
muuttumisen tulehdussoluksio

Luke
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Phagocyte CL response (rlu)

Pakuriuutteen vaikutus tapporeaktioon

400 -

LPS Primed Control

LPS and 6mg/ of extract
LPS and 18mg/l of extract
LPS and 53mg/l of extract
LPS and 159mg/l of extract
LPS and 476mg/l of extract
Nonprim control

Pritest

R
8
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X 3
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2 3
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Time min

Hiivalla indusoidun tapporeaktion
radikaalituotto oli 500- 1000 kertaa
suurempi kuin lepotilassa olevan ei-
tulehdussolun (edellinen kalvo).

Oikeanpuoleisen kuvan pisteet ovat
8:n koehenkilon keskiarvoja ja
*+keskihajonta.

Myeloperoksidaasin aktiivisuus hiivauutteella aktivoiduilla
soluilla prosentteina ei-tuehdussolujen kontrollista

20

120 - B
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—&8— Luken pakuriuute, ei-tulehdussolut
20 4| —%— Luken pakuriuute, tulehdussolut
0 T T L L | T T T L |

0 05 1 3 10 30 100 1000

Pakuriuutteen pitoisuus mikrogrammaa per millilitra

Pakuri vahentdad myeloperoksidaasi-
peraisten radikaalien tuotantoa myos
lyhytaikaisen tapporeaktion aikana.

Tapporeaktiossa Pakurin vaikutus on

sama seka tulehdussoluiohin etta o
normaalisoluun. LUke
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CD35 -reseptorien maara solukalvolla

(orassi fluoresenssi cpu)

Pakuri hillitsee degranulaatiota ja reseptorien kuljetusta
solukalvolle (CD35 ekspressio)
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Pakuri esti valkosolujen aktivaatiota LPS:lla (neutrofiilit) tai lAmpimassa inkuboimalla
Indusoitaessa (monosyytit). Naméa kasittelyt johtavat herkésti mobilisoituvien vesikkelien
(secretory vesicles, SV seké secretory vesicle-like granules, SVLGS) fuusioon sek& solujen
tunnistusmolekyylien, fagosytoosireseptorien CD35, nopeaan mobilisoitumiseen ja siirtymiseen
solukalvolle. Tama on olennainen osa solun muuttumisessa tulehdussoluksi.

Pakurin tulehdusta hillitseva vaikutus ei johdu vain antioksidanttiaktiivisuudesta vaan

Pakuri vaikuttaa solun toimintoihin spesifisemmilla tavoilla. Kuvassa tilastolliset erot on Q
esitetty LPS:ll& aktivoituja verrokkeihiin nahden. Lu ke
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Yhteenveto

« Kehitimme kohtalaisen yksinkertaisen, nopean ja huokean koeputki-
menetelman Pakurin vesiuutteen tulehdusta hillitsevan vaikutuksen
testaamiseen

«  Lukuisat tekijat vaikuttavat Pakurituotteiden laatuun. Siksi huokeita
testausmenetelmia tarvitaan niin raaka-aineiden kuin tuotteiden
bioaktiivisuuksien varmistamiseen.

*  Tulehdussoluiksi muuttuneiden valkosolujen liikatoiminnan tuloksena
syntyy suuria maaria happen radikaaleja. Niilla on keskeinen rooli monien
kansantautiemme, kuten valtimotaudin, myohemman ian muistisairauk-
sien ja 2 tyypin sokeritaudin kehittymisesa ja etenemisessa. Pakuri-
uutteet hillitsivat valkosolujen happiradikaalituottoa. Tama on Pakurin
terveysvaikutuksista ehka merkittavin.

« Tulostemme perusteella Pakurin vaikutus valkosoluihin ei ole pelkastaan
antioksidanttiaktiivisuutta. Pakuri vaikutti spesifisemmilla tavoilla
fagosytoivien valkosolujen aktivaatioon ja solukoneiston toimintaan.

Tama johtopaatds on samansuuntainen aiemmin julkaistujen koe-elain-
ja solututkimusten kanssa. Q

Luke
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