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Niytteet
Tilaajan toimittamat Havupuu uutejuoma ndyttest.
Analyysit

Analyysit tehtiin osana Tekes-rahoitteista hanketta "Luonnonmateriaalien
terveysvaikutusten prekliininen evaluaatio” (tutkimusahoituspaatss 40030/03, 2003-
2004):

1. Fenolisten yhdisteiden koostumus maaritettiin nestekromatografisesti
(HPLC, UV-detektio 280 nm). Pitoisuuksia maaritettaessa kaylettin seuraavia
Havupuu uutejuomia: parasta ennen 09.04.04, 24.04.04 ja 29.04.04,
Maaritykset tehtiin Turun yliopiston kemian laitoksella (prof. Kalevi Piklaja).

2. Antioksidanttiteho maaritettiin ex vive LDL (low density lipoprotein)
partikkelin hapetfumisen estijins. LOL:n hapettumista seurattin mittaamalla
head space kaasukromatografisella menetelmalld muedostuneen lipidien
hapettumistuotteen, heksanaalin, maaras. Tutkimuksen kohteena oli Havupuu
uutejuoma: parasta ennen 28.03.03. Maaritykset tehtiin Helsingin yliopiston
soveltavan kemian ja mikrobiclogian laitoksella (prof. Marina Heinonen).

3, Tulehduksen estovaikutusta tutkitiin mittaamalla vaikutusta tulehduksessa
aktivoituvaan ja tulehdusreaktiota voimistavaan typpicksidisynteesiin ja COX-2
viliteisean prostaglandiinisynteesiin, Tytssa kaytettin hiiren J774 makrofagi
solulinjaa. Sclujen typpicksidituotto (NO) madritettiin mittaamalla typpioksidin
aineenvaihduntatuotetta, nifrittié, Griessin meneatelmalld. Indusoituvan typpi-
oksidisyntaasi —entsyymin (iINOS) ilmentymista soluissa mitattiin Westem blot
menetelmalld. Prostaglandiinin (PGE; ) tuoltoa mitattiin radicimmunologisella
menetelmalla ja indusoituvan prostaglandiinisyntaasi —entsyymin (COX-2)
ilimentymista Western blot menetelmalla. Tulehduksen estoa tutkittin kahdella
eri Havupuu wutejuoman (parasta ennan 28.08.04) pitoisuudella: 1:100 (1%
soluviljelymediumissa) ja 1:50 (2 % soluviljelymediumissa). Maaritykset tehtiin
Tamperean yliopiston lA8&ketieteen laitoksella (prof. Eeva Moilanen).

4. Ladkeaineiden imeytymistd ohut- ja paksusuolesta voidaan mallintaa
paksusuolen sydpakasvaimesta alun perin eristetyn Caco-2 solulinjan avulla
in vitro. USA:ssa FDA (Food and Drug Administration) on laatinut listan
la8keaineista ja yhdisteistd, joiden imeytymisprosessit ovat jo hyvin tunnettuja
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ja jotka he hyvaksyvat imeytymiskokeiden validointiin. N&illa aineilla voidaan
myds tutkia erilaisia imeytymisen edisteitd tai estovaikutuksia. Pakkaskuivatun
Havupuu uutejuoman vaikutusta (pitoisuudet 0,01; 0,1 ja 1 mg/mil) tiettyjen
ladkeaineiden imeytymiseen tutkittin, Ladkeaineet valittin nikden erilaisten
kulkeutumistapojen suoclen epiteelisolukon lapi perusteella. Madritykset tehtiin
Helsingin yliopiston Farmasian laitoksella (prof. Heikki Vuorela), Kaytetyt
mallildakeaineet ja niiden padasialliset kulkeutumismekanismit on esitetty alla:
+ Verapamiili: Kulkeutuu passiivisesti ja nopeasti. Imeytyminen hidastuu
aktivisen effluksimekanismin kautta.
« Ketoprofeeni: Kulkeutuu aktivisella mekanismilla ja nopeasti.
» Metoprololi: Kulkeutuy passiivisesti ja nopeasti, seki para- etta
transsellulaarisest.
* Parasetamoli: Kulkeutuu passiivisesti ja nopeasti, vain
transsellulaarisesti. (Ei kuulu FDA:n listaan, mutta tunnetaan hyvin)

Tulokset

1. Fenoliset yhdisteet

Havupuu uutejuoma sisaltda entyyppisia fenolisia yhdisteita, joista maaragllisest
eniten resveratroliglukosidia ja katekiinia. Tunnistettujen fenclisten yhdisteiden
yhiteanlaskettu madrd Havupuu uutejuomassa on 489 po'mil. Lisaksi uutejuoma
sisaltdd muita fenolisia yhdisteitd. Uutejuomasta voidaan HPLC-kromatogrammin
perustealla todeta mm. seuraavat padyhdisteat:
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1 fenolisen hapon johdannainen 359+ 2 pg/mil
243 resveratroliglukosidi ja katekiini yhteensa 248 + 5 pgi/mi
4 ferulahappoglukosidi 35+ 2 pgimi
5 lignaaniglukosidi 51 %1 pg/ml
6 lignaaniksylosidi 32 £ 1 pg/ml
7 taksifoliiniglukosidi 46 + 2 pg/ml
3] taksifoliini 41 % 1 pa/ml

Yhdisteiden 1,.4,5 ja 6 ma&ra on laskettu p-hydroksibentsoehapon avulla,
yhdisteiden 2 ja 3 katekiinin avulla ja yhdisteiden 7 ja 8 taksifeliinin avulla.

2. Antioksidanttiteho

Monet fenoliset yhdisteet estavat elimistén LDL-partikkelien hapettumista, jonka
voimassaolevan hypoteesin mukaan ajatellaan olevan alkusyynd syddn- ja
verisuonitaudin kehittymiselle. Mitd enemman LDL-partikkeliin on kertynyt
ravinnostamme perdisin olevia antioksidantteja sitd paremmin partikkeli kykenee
puolustautumaan sisdltdmiensa lipidien (rasvahapot, kolesteroli ym.) hapettumista
vastaan. LDL:n hapetturmistesti on ax vivo —malli elimistdssa tapahtuvalie LDL:n
hapettumiselle. Tehokkaimmillaan ndyte vahentdsa LDL partikkelin hapattumista 100
%:sti. Havupuu uutejuoma on enttdin tehokas (antioksidanttiteno 95 %) LDL
partikkelin hapettumisen estdjd. Antioksidanttitehoon vaikuttavat Havupuu
uutejuoman sisaltdmat fencliset yhdisteet.

3. Tulehdusten esto

Aiempien tutkimusten perustealla tiedetaan, ettd kun makrofageja stimuloidaan
bakteenperaiselld lipopolysakkaridilla, niissd kdynnistyy tulehdusta valittavien
yhdisteiden, mm. typpioksidin (NO) synteesi. Solut tuottavat runsaasti typpioksidia
iNOS-entsyymin (tulehduksessa indusoituva typpioksidisyntaasin muoto)
katalysoimassa reaktiossa. Havupuu uutejuoma esti vahaisessa maarin typpioksidin
tuottoa ja INDOS entsyymin ilmentymistd kyiettdessa pitoisuutta 2 %.

Tulehduksissa tarkein prostaglandiini on PGE; Havupuu-uutejuoma esti
merkitsevisti prostaglandiinien tuottoa, mutta silld ei ollut vaikutusta COX-2
antsyymin iimentymiseen. Havupuu uutejuoma sisiltas todenndkdisesti yhdisteita,
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jotka estavat COX-2 entsyymin aktiivisuutta ja tata kautta se vahentda mucdostuvien
prostaglandiinin masraa.

Vaikutus tulehduksen valittajaaineisiin Havupuu-uutejuoma,
pitoisuus soluviljelmasss
1% 2%
‘Typpicksidi (NO) tuoton esto (%) 10 % 17 %
Tulehduksessa indusoituvan typpioksidi- &i vaikutusta 24 %
syntaasin (INOS) ilmentymisen asto (%)
Prostaglandiinin (PGEz) tuoton esto (%) 54 % 60 %
Tulehduksessa induscituvan COX-2 eivaikutusta el vaikutusta
entsyymin imentymisen esto (%)

4, Edistetutkimukset Caco-2 soluviljelmilld in vitro

Mannynkuoresta ja —nilasta valmistetiu Havupuu uutejuoma (kuivattuna) esti
pitoisuudella 1 mg/ml selvsti metoprololin imeytymists (kuvat alla). Uutejuomalia
tehty pitcisuussarja osoittaa mySs pitoisuus-vaikutus riippuvuutta imeytymisen
estolle, Tutkitut Havupuu uutejuoma -néytteet eivit olleet sytotoksisia Caco-2
soluille (MTT-testilla maaritettyna).
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Kuva . Havupuu uutejuoman (kuvassa Manty) vaikutus mallil&3keaineiden
kulkeutumiseen Caco-2 solukemmoksean [Apl. Pyg-arvo kuvaa kulkeutumisnopeutta
pinta-alaa kohden,
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Yhteanveto

Mucren mannyn kucresta ja nilasta valmistettu Havupuu uutejuoma sisaltas
entyyppisia fenolisia yhdisteitd, joista méarallisesti eniten resveratroliglukosidia ja
katekiinia. Tunnistettujen fenclisten yhdisteiden yhieenlaskettu maara Havupuu
uutejuomassa on 489 pg/ml. Havupuu uutejuoma on erittdin tehokas antioksidantti,
joka hidastaa elimistén LOL partikkelin hapettumista (antioksidanttiteho 935 % ex vivo
testissa). Antioksidanttitehoon vaikuttavat Havupuu uutejuoman siséltamat fenoliset
yhdisteet. Havupuu uutejuomalla havaittiin scluviljelméssa 1-2 % pitoisuutena selva
tulehduksen hillilsemiseean liittyvd prostaglandiinin tuottoa estiva vaikutus, mutta
lisdtutkimuksia tarvitaan saman ilmién havaitsemiseksi elimistéssa Havupuu
uutejucman nautimisen jalkeen. Havupuu uutejuoma (kuivattuna) esti pitoisuudella
1 mg/ml selvésti metoprololin imeytymista, mikd osoittaa ettd tuotteella on vaikutusta
tiettyjen laskeaineiden imeytymiseen. Havupuu uutejuoma (kuivattuna) ei ole
sytotoksisinen Caco-2 soluille,
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