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1. Funktionaaliset elintarvikkeet
Funktionaaliset elintarvikkeet ovat terveydelle hyodyllisid aineita sisdltdvid elintarvikkeita.
Funktionaalisille elintarvikkeille ei ole virallista mééritelmad, ja joidenkin mielestd miké
tahansa ravinteita sisdltivd ruoka on funktionaalinen. Yleisesti funktionaaliseksi
elintarvikkeeksi kisitetddn kuitenkin elintarvike, jolla on selkedsti muitakin terveydelle
hyodyllisid ainesosia, kuin tavallisia ravinteita. Monet hedelmét, marjat, viljat, kala ja maito-
sekd lihatuotteet sisdltdvit terveydelle hyodyllisid ainesosia, kuten esimerkiksi lykopeenia,
omega-3-rasvahappoja tai saponiingja. Monien maédritelmien mukaan funktionaalisen
elintarvikkeen pitdisi olla ”perinteistd ruokaa” ja osa tavallista ruokavaliota, eikd esimerkiksi
lisdravinne. FUFOSE (EC Concerted Action on Functional Food Science in Europe) on
madritellyt funktionaalisen elintarvikkeen seuraavasti: “Funktionaalinen elintarvike vaikuttaa
yhteen tai useampaan elimiston kohdetoimintoon riittivdd ravitsemusta enemmén, joko
parantamalla terveyttd ja hyvinvointia ja/tai vdahentdmalld sairastumisen riskid. Se on osa
tavallista ruokavaliota eiki se siis ole pilleri, kapseli tai minkdénlainen lisdravinne” (Publ. Off.

of the Europ. Union (2010).

Mustikka (Vaccinium myrtillus L.) on Vaccinium-sukuun kuuluva kasvi, joka kasvaa Euroopan,
Aasian ja Pohjois-Amerikan pohjoisosissa. Vaccinium-sukuun kuuluu mustikan lisdksi muun
muassa karpalo ja kanadanmustikka. Mustikka kasvaa tuoreissa ja kuivissa kangasmetsissa,
korvessa sekd tunturikankailla. Kasvi kasvaa 10-40 cm korkeaksi ja sen tuottamat marjat ovat
syotavid. Mustikan kukinta-aika on toukokuusta heindkuuhun, jonka jilkeen se tuottaa ldhes
mustan vérisid marjoja, joita kuitenkin yleensd peittdd vaaleanharmaa tai sininen vahamainen

pinta.

Mustikka siséltdd paljon terveydelle hyodyllisid hivenaineita, vitamiineja ja antioksidantteja,
minkd vuoksi sitd voidaan pitdd funktionaalisena elintarvikkeena. Mustikan siséltdmid
hivenaineita ovat esimerkiksi kalsium, kalium, magnesium, fosfori, rauta ja sinkki. Se siséltda
myoOs runsaasti eri vitamiineja, kuten A-, B1-, B2-, B6-, B12-, C-, D-, E-, ja K-vitamiineja,
niasiinia seka folaattia (Fineli, 2016). Lisdksi mustikassa on paljon erilaisia fenolisia yhdisteitd,
joista monet ovat antioksidantteja. Mustikan terveyshyotyjé tutkitaan paljon, ja tutkimuksia on
tehty esimerkiksi marjan yhdisteiden vaikutuksista aivoihin, diabetekseen, ndkdon, sydén- ja

verisuonitauteihin, suoliston toimintaa sekéd syopaén.

Iso osa mustikan terveyshyddyistd on liitetty fenoleihin kuuluviin antosyaaneihin, joilla on

antioksidanttisten ~ vaikutusten lisdksi muunlaisiakin ~ vaikutusmekanismeja, kuten



solusignalointiin, geeniekspressioon, DNA:n korjausmekanismeihin ja soluadheesioon liittyvid
toimintoja (Chu et al. 2011). Antosyaaneilla on osoitettu olevan mm. soluja suojaavia,
antimikrobisia, syopdd estdvid, hermostoa suojaavia sekd lihavuutta ehkdisevid vaikutuksia.
Tamin tutkielman tarkoituksena on koota yhteen tdméanhetkistd tietimystd antosyaanin

rakenteesta, toimintamekanismeista seké terveysvaikutuksista.

2. Mustikan funktionaaliset yhdisteet

2.1. Polyfenolit
Polyfenolit ovat joukko yhdisteit, joita esiintyy kaikissa putkilokasveissa. Niissd on vdhintddn
yksi fenoliryhmd, johon on yleensd liittynyt sokeriryhmié tai orgaanisia happoja. Polyfenolit
voidaan luokitella fenolihappoihin, flavonoideihin, lignaaneihin, stilbeeneihin ja tanniineihin
rakenteensa perusteella. Niitd on runsaasti etenkin teessd, viinirypéleissd ja viinissa,
oliividljyssd, kahvissa, suklaassa sekd marjoissa ja hedelmissd. Polyfenoleilla on
antioksidanttisia ja tulehdusta véhentdvid vaikutuksia ja syddn- ja verisuonitauteja sekd
hermostoa suojaavia ominaisuuksia. Polyfenoleiden on myds tutkittu inhiboivan joidenkin
bakteerien, virusten ja sienten kasvua, hidastavan tai estivdn syOpédkasvainten kasvua ja
sadtelevin proteiinien ekspressiota ja toimintaa. Edelldmainitut hyddyt ovat kdyneet ilmi
lukuisissa eri tutkimuksissa in vitro mutta polyfenolit ovat herkkid ympériston vaikutuksille,
kuten ldmmolle, valolle ja pH:lle. Ne ovat myos huonosti veteenliukenevia vapaina yhdisteind
ja ithmiselimistd metaboloi polyfenolit nopeasti (Watson et al. 2014). Kéhkonen et al. (2001)
maidrityksen mukaan mustikka siséltda fenolisia yhdisteitd yhteensi 3,3-3,8 g/100g dw riippuen

kasvupaikasta.

2.1.1. Flavonoidit
Flavonoidit ovat fenolisia yhdisteitd, jotka muodostuvat kahdesta bentseenirenkaasta ja niitd
yhdistdvastd heterosyklisestd pyronirenkaasta. Ne luokitellaan rakenteensa perusteella
flavonoleihin, flavoneihin, flavanoneihin, flavanoleihin (katekiinit), isoflavonoideihin seka
antosyanidiineihin. Proantosyanidit eli kondensoituneet tanniinit ovat oligomeerisié flavanoleja
ja niilld ei ole sokeriryhmdd. Proantosyanidin depolymerisaatio hapettavissa olosuhteissa
tuottaa antosyanidiineja. Flavonoideilla on kasveissa useita rooleja, kuten toimia solujen

tukimateriaalina, aikaansaada kirkkaita vérejd, joiden tehtévd on houkutella lintuja ja suojella
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UV-siteilyltd (Riihinen ef al. 2008). Mustikassa yleisimpid flavonoideja antosyaanien lisdksi
ovat flavonoleihin kuuluvat kversetiini (243 pg/100g dw), rutiini (52 pg/100 g dw) ja
myrisetiini (41 pg/100g dw) (Tumbas Saponjac et al. 2015). Kversetiinin ja myrisetiinin
pitoisuuksiksi on maédritetty Hékkinen et al. (1999) tutkimuksessa 2,9 ja 1,4 mg/100g

tuorepainosta.

2.1.1.1.  Antosyaanit
Antosyaanit ovat vesiliukoisia flavonoideihin kuuluvia pigmenttejd, jotka koostuvat
sokeriosasta eli glykonista sekd antosyanidiksi kutsutusta flavonoidiosasta. Antosyaanit ovat 2-
fenyylibentsopyriliumin tai flavyliumsuolojen polyhydroksi- ja polymetoksijohdannaisten
glykosidejd. Sokeriosa voi olla glukoosi, galaktoosi, ksyloosi, arabinoosi tai ramnoosi mutta
mustikassa glykoni voi olla vain glukoosi, galaktoosi tai arabinoosi. Sokeriryhmé voi liittyd
antosyanidin C3, C5 tai C7 kohtaan (Kuva 1) mutta C3-glykosylaatio on néistd kuitenkin
yleisin. Kuusi yleisintd antosyanidia kasvien syoOtdvissd osissa ovat syanidiini (Cy, 50 %),
pelargonidiini (Pg, 12 %), peonidiini (Pn, 12 %), delfinidiini (Dp, 12 %), petunidiini (Pt, 7 %)
sekd malvidiini (Mv, 7 %), joista mustikassa esiintyy kaikkia pelargonidiinia lukuun ottamatta.
Neljd yleisintd antosyanidiglykosidiryhméd puolestaan ovat 3-monosidit, 3-biosidit, 2,5-
diglykosidit sekd 3,7-diglykosidit, joista 3-glykosideja esiintyy kaksi ja puoli kertaa enemmin
kuin 3,5-diglykosideja. Syanidiini-3-glukosidi on siis yleisimmin esiintyvé antosyaani (Kong

et al. 2003, Matsunaga et al. 2009, Smeriglio ef al. 2014)

Antosyanidit koostuvat kolmesta rengasrakenteesta — kahdesta bentseenirenkaasta (A ja B) ja
niiden véliin jddvistd happiatomin siséltivdstd pyraanirenkaasta (Kuva 1). Antosyaanien
rungon rakennetta kuvataan kaavalla C6C3C6. Rl-hiileen voi liittyd joko vety tai
metyyliryhmé, R2-hiileen puolestaan vety, hydroksi- tai metoksiryhmi ja R3-hiileen glykoni
3-glykosidisidoksella. Ndin ollen mustikassa voi olla 15 erilaista antosyaania (Matsunaga et al.

2009).



Kuva 1. Antosyanidin rakenne. R1-hiileen voi liittyd vety tai metyyliryhmé, R2-hiileen vety, hydroksi-
tai metoksiryhmi ja R3-hiileen glykoni eli sokeriryhmi. Glykoni voi olla mustikassa glukoosi,
galaktoosi tai arabinoosi. R1-, R2- ja R3-hiiliin liittyneet ryhmét maéérittdvét antosyaanin. Kuvan
lahde:(Kong et al. (2003). Kuvan kdyttdon on saatu lupa kustantajalta.

Antosyaanit saavat kasveissa, kukissa ja marjoissa aikaan violetteja, sinisid ja punaisia vérejd,
jotka ovat on riippuvaisia pH:sta. Véri voi hiukan vaihdella riippuen antosyanidiin liittyneesta
glykonista. Antosyanidit voivat esiintyd liuoksessa neljdssd eri muodossa; quinoidal base,
flavyliumkationi, hemiasetal base (carbinol pseudo-base) ja chalcone. Punaisen virin antava
flavyliumkationimuoto vallitsee, kun pH on 1-3. PH:n kohotessa flavyliumkationi menettda
protonin, muodostaen sinisen quinoidaleméksen. Flavyliumkationin hydraus puolestaan
muodostaa vérittdomédn carbinol pseudo-base:n, joka voi teutomerisoitua keltaiseksi

chalcone:ksi hiilirenkaan avautuessa (Kuva 2) (Watson et al. 2014).
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Kuva 2. Antosyaanin muodot eri pH-tasapainotiloissa. Mallina on kéytetty malvidiini-3-O-glukosidia.
Kuvan ldhde: Willemse ef al. (2013). Kuvan kdytté6n on saatu lupa kustantajalta.



Riihinen ef al. (2008) méérittivat tutkimuksessaan mustikan antosyaanipitoisuudeksi 21,2 mg/g
dw, josta 95 % sijaitsi mustikan kuoressa ja loput hedelmélihassa. Ndin ollen mustikan kuoresta
jopa 2 % on antosyaaneja. Litti er al. (2008) tutkivat Suomessa kasvavien mustikoiden
antosyaanien pitoisuuseroja eteld-pohjoisakselilla ja heiddn méérityksensd mukaan mustikan
keskimédrdinen antosyaanipitoisuus oli tai 28,8 mg/g dw, joka kéy yhteen Riihinen et al. (2008)
madrittimén pitoisuuden kanssa. Tutkimuksessa selvisi my0s, ettd pohjoisessa kasvavien
mustikoiden antosyaanipitoisuus oli korkeampi kuin eteldssd ja lisdksi pohjoisen mustikoissa
vallitseva antosyanidiini oli delfinidiini, kun taas eteldssd se oli syanidiini. Toisessa
tutkimuksessa mustikan antosyanidipitoisuudeksi mééritettiin 0,6 %, josta syanidiinin osuus oli
lahes puolet eli 0,25 % mustikan painosta (Burdulis et al. 2009). Kdhkonen et al. (2001)
maidrityksen mukaan mustikan antosyaanipitoisuus on n. 23-31 mg/g dw kasvupaikasta
riippuen. Mustikan antosyaanien tuorepainoksi on saatu tutkimuksen mukaan n. 300 mg/100g
eli 0,3 % mustikan painosta (Prior et al. 1998). Yhdysvalloissa antosyaaneja saadaan
ruokavaliosta arviolta 180-215 mg/vrk (Zafra-Stone ef al. 2007) mutta Suomessa antosyaaneja
saadaan ruokavaliosta paljon vihemmid keskimddrin 80 mg/vrk 2007 ihmistd kattavan

tutkimuksen mukaan (Ovaskainen et al. 2008).

Antosyaanien biosynteesin ldhtdaineet saadaan asetaatti- ja shikimate-reaktioteiden kautta.
Fenyylialaniinista muodostetaan coumaroyl-CoA, joka muodostaa kolmen malonyyli-CoA-
molekyylin kanssa buteiinin (tetrahydroxyhalcone) chalconesyntaasin katalysoimassa
reaktiossa. Chalcone-isomeraasi muuttaa buteiinin  naringiiniksi, joka puolestaan
hydroksyloidaan eriodictyoliksi. Seké naringiini ettd eriodictyol hydroksyloidaan vastaaviksi
dihydroflavonoleikseen, jotka toimivat leukoantosyanidiinien prekursoneina.
Antosyanidiinisyntaasi (leukoantosyanidiinidioksygenaasi) katalysoi antosyanidien synteesid
leukoantosyanideista. Koska antosyanideja ja liitettdvid sokeriryhmid on erilaisia, tarvitaan
antosyaanien syntetisoimiseen useita erilaisia entsyymejd. 3-O-glykosylointi on antosyanidien
yleisin glykosylointi. Siind UDP-glukoosi muodostaa sidoksen antosyanidin kanssa flavonoidi-

3-glukosyylitransferaasin katalysoimassa reaktiossa (Smeriglio ef al. 2016).

Bioaktiivisten aineiden hyotyosuus tarkoittaa sitd madrdd ainetta, jonka keho pilkkoo, absorboi
ja metaboloi. Antosyaanien hyotyosuutta voidaan selvittdd esimerkiksi tutkimalla plasman tai
virtsan pitoisuuksia niiden nauttimisen jdlkeen. Eldinkokeissa antosyaaneja on havaittu
verenkierrossa 0,25-2 tunnin péésti niiden syomisestd, ja ne ovat poistuneet elimistdstd virtsan
mukana 6-8 tunnin kuluttua. Rotilla tehdysséd kokeessa antosyaanipitoisuus oli plasmassa 2-3

pug/ml 15 minuuttia mustikoiden syomisen (400 mg/kg ruumiinpainosta) jilkeen ja kahden
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tunnin péddstd antosyaaneja ei ollut endd havaittavissa (Morazzoni et al. 1991). Ihmisilld tehdyt
tutkimukset ovat antaneet samankaltaisia tuloksia. Stoner er al. (2005) huomasivat
tutkimuksessaan, ettd plasman antosyaanipitoisuus oli korkeimmillaan 1-2 tuntia
pakastekuivattujen mustavadelmien (45 g) syomisen jdlkeen. Suurin madrd antosyaaneja tai
niiden metyloituja johdannaisia oli virtsassa 0-4 tuntia kokeen jélkeen, mutta vain 1 % suun
kautta nautitusta antosyaanimiirdstd oli absorboitu ja eritetty virtsaan. Mustavadelmien
antosyaanikoostumus eroaa mustikasta, mutta antosyaanien metabolointi elimistdssd on

samanlaista.
2.1.2. Muut polyfenolit

Flavonoideihin kuulumattomilla fenolisilla yhdisteilld ei ole tiettyd rakennetta niin kuin
flavonoideilla, vaan niihin kuuluvat esim. fenolihapot, stilbeenit, lignaanit, hydrolysoituvat
tanniinit,  gallotanniinit  sekd  ellagitanniinit. =~ Fenolihappoihin ~ kuuluvat  mm.
hydroksikanelihappo, joka voidaan vield jakaa kofeiinihappoon, ferulihappoon ja
kumariinihappoon seka hydroksibentsoehappo, johon kuuluvat galliinihappo ja vanilliinihappo
(Nile & Park 2014). Kdhkonen et al. (2001) maédrityksen mukaan mustikka sisiltad
kasvupaikasta riippuen hydroksikanelihappoa 113-231 mg/100g dw ja hydroksibentsoehappoa
3,3-7,2 mg/100g dw. Hydroksikanelihappoihin kuuluvaa p-kumariinihappoa on mustikassa
Riihinen et al. (2008) méérityksen mukaan 132 pg/g dw seké kofeiini- ja ferulihappoja yhteensa
238 ng/g dw. Niiden yhteispitoisuus (370 pg/g tai 37 mg/100g) on paljon alhaisempi kuin
Kéhkonen et al. (2001) tutkimuksessa havaittu hydroksikanelihapon arvo.

2.2.  Vitamiinit
C-vitamiini eli askorbiinihappo on yleisin vitamiini mustikassa ja sen pitoisuus tdysin kypsdssé
marjassa on tutkimuksista riippuen 6 mg/100g fw (n. 50 mg/100g dw) (Cocetta ef al. 2012) tai
26 mg/100g fw (Milivojevic ef al. 2012). C-vitamiini on voimakas antioksidantti, jonka vuoksi
se voi alentaa riskid sairastua erilaisiin kroonisiin ja ikddntymiseen liittyviin sairauksiin. E-
vitamiinia eli a-tokoferolia on mustikassa vitamiineista toiseksi eniten; 1,9 mg/100g (Fineli
2016). E-vitamiini on askorbiinihapon tapaan antioksidantti, ja osa mustikan terveyshyodyisti
voidaankin selittdd vitamiinien antioksidanttisilla vaikutuksilla. Vitamiinien pitoisuudet ovat
kuitenkin paljon alhaisemmat kuin antosyaanien pitoisuus (300 mg/100g fw). Kuten
polyfenolienkin kohdalla, mustikan vitamiinipitoisuudet voivat vaihdella suuresti

kasvupaikasta, kypsyydestd, sdilonnisté ja kisittelystd riippuen (Cocetta et al. 2012).



3. Mustikan antosyaanien terveysvaikutukset
Mustikan antosyaanien terveysvaikutusten uskotaan pohjautuvan pitkilti vapaiden radikaalien
(ROS, reactive oxygen species) aiheuttamien vahinkojen estimiseen. Vapaita radikaaleja
syntyy esimerkiksi mitokondriossa oksidatiivisen fosforylaation sivutuotteina. Vapaat
radikaalit aiheuttavat soluissa laajaa vahinkoa esimerkiksi vahingoittamalla proteiineja, lipideja
ja DNA:ta ja niiden aiheuttamat vahingot ovat yhteydessd useisiin tauteihin seka
vanhenemiseen (Wang et al. 1996). Antioksidantit estdvit muiden molekyylien hapettumisen
reagoimalla vapaiden radikaalien kanssa. Hyvin tunnettuja antioksidantteja ovat esimerkiksi

askorbiinihappo eli C-vitamiini, A- ja E-vitamiinit sekd monet polyfenolit, kuten antosyaanit.

Reaktiivisia happiradikaaleja ovat mm. superoksidianioni (*O7), hydroksyyliradikaali (*OH)
ja vetyperoksidi (H>O>). Vapaa radikaali on kidytdnndssi mika tahansa yhdiste, jolla on yksi tai
useampi pariutumaton elektroni. Suurin osa eukaryoottisolujen happiradikaaleista muodostuu
mitokondrion hengitysketjussa, rasvahappojen aineenvaihdunnassa sekd
flavoproteiinioksidaasien ja mikrosomaalisten sytokromi P450-entsyymien katalysoimien
reaktioiden tuotteina. Elimistossd muodostuu myds typpioksidiradikaaleja ("NO), jotka
reagoidessaan muiden ROS-yhdisteiden kanssa voivat muodostaa reaktiivista peroksinitriittid
(ONOQO"). Naita typpiyhdisteitd kutsutaan reaktiivisiksi typpiradikaaleiksi (RNS, reactive
nitrogen species). NO muodostuu sivutuotteena nisdkéssoluissa L-arginiinin hapettuessa
sitrulliiniksi typpioksidisyntaasin katalysoimassa reaktiossa. Toisin kuin happiradikaalit,
typpioksidi on melko stabiili (biologinen puoliintumisaika sekunteja) eikd se reagoi niin usean
biomolekyylin kanssa. "NO reagoi kuitenkin erityisesti hemid sisdltdvien proteiinien kanssa.
Elimistd altistuu oksidatiiviselle stressille, kun vapaiden hapettavien radikaalien eli
oksidanttien sekd antioksidanttien madrdt ovat epdtasapainossa. Soluilla on runsaasti
sisddnrakennettuja  puolustuskeinoja vapaita radikaaleja vastaan, kuten entsyymit

superoksididismutaasi, katalaasi ja glutationiperoksidaasi (Castro & Freeman 2001).

Antosyaanien tehokkuus vapaiden radikaalien estdimiseen perustuu antosyanidin rakenteeseen.
Bentseenirenkaassa B (Kuva 1) olevat hydroksyyliryhmédt sekd pyriinirenkaan
hydroksyyliryhmd  voivat luovuttaa vetyatomin superoksidi-anionille ja muille
hydroksyyliradikaaleille. ~Antosyanidien on raportoitu estdvdn vapaita radikaaleja
tehokkaammin kuin niitd vastaavien glykosyloitujen antosyaanien ja lisdksi sokeriketjun
pituuden kasvun on osoitettu heikentidvén antioksidanttista tehokkuutta (Wang & Stoner 2008).
Antosyaaneilla saattaa olla my6s kyky sitoutua DNA:han, ja siten suojella DNA:ta

oksidatiiviselta stressiltd. Sarma & Sharma (1999) havaitsivat tutkimuksessaan, ettd syanidiini

10



muodosti vasikan kateenkorvan DNA:n kanssa kopigmentaatiokompleksin. Syanidiini ja DNA
hapettuivat voimakkaasti, kun niitd altistettiin *OH-radikaalille mutta kompleksimuodossa

kumpikaan yhdiste ei kdrsinyt hapettumisesta.

Koska vapailla happiradikaaleilla on niin lyhyet puoliintumisajat, on niité sellaisinaan vaikea
havaita. Sen sijaan vapaiden radikaalien hapettamia yhdisteidd voidaan tutkia, ja sitd kautta
saada kvantitatiivista tietoa radikaaleista. Erditd tdllaisia yhdisteitd ovat thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS), joita muodostuu lipidien peroksidaatiossa eli harskiintymisessa
(Rikans & Hornbrook 1997). Nardi ef al. (2016) tutkivat gojimarjan, mustikan ja karpaloiden
antioksidanttisia vaikutuksia hiirilld. Tutkimuksen mukaan mustikoita saaneilla koe-eldimilla
TBARS-yhdisteiden méard maksassa oli 75.3 % vdhemmin kontrolliryhméédn verrattuna.
Toisessa tutkimuksessa mustikkauute inhiboi sytokromi-c:n aiheuttamaa 6-hydroksidopamiinin
(6-OHDA) hapettumista. Tulos johtuu suurilta osin mustikkauutteen suurista syanidiini- ja
delfinidiinipitoisuuksista mutta myds muilla flavonoideilla, kuten kversetiinilld ja myrisetiinilla

on antioksidanttisia vaikutuksia (Yao & Vieira 2007).

Mustikalla on todettu olevan antioksidanttisia vaikutuksia lukuisissa tutkimuksissa.
Mustikkauute vdhensi H>Oz:n muodostusta eristetyissd rotan syddmen mitokondrioissa
Trumbeckaite ef al. (2013) tutkimuksessa. Mustikkauutteilla (1,5 ja 15 pl/1,5 ml) saavutettiin
46 % ja 62 % pienempi vetyperoksidin muodostuminen verrattuna kontrollimitokondrioihin.
Toisessa tutkimuksessa 25 % antosyaaneja sisdltdvd mustikkauute suojeli viljeltyjd rotan
hepatosyyttejd  tert-butyylihydroperoksiidin  (\BH) ja allyylialkoholin aiheuttamalta
oksidatiiviselta stressiltd (Valentova et al. 2007). tBH muodostaa hajotessaan hydroksyyli-,
vetyperoksyyli- ja alkoksyyliradikaaleja, jotka aiheuttavat mm. lipidien peroksidaatiota,
entsyymien vuotoa solun ulkopuoleelle ja solun makromolekyylien alkylaatiota.
Allyylialkoholi puolestaan aiheuttaa epésuorasti lipidien peroksidaatiota. Parhain suojaus
oksidatiiviselta stressiltd (58 %) ilmeni, kun mustikkauutteen pitoisuus oli 500 pg/ml ja
oksidatiivisen stressin aiheuttaja oli allyylialkoholi mutta nyds 100 pg/ml pitoisuus
mustikkauutetta riitti suojelemaan soluja. Kokeessa oksidatiivisen stressin indikaattoreina
kaytettiin laktaattidehydrogenaasin (LDH) ja TBARS-yhdisteiden madrid. Maksa on elimiston
aineenvaihdunnan pééelin, joten se altistuu eniten elimiston myrkyllisille vierasaineille tai
niiden metaboliiteille. Maksasoluilla eli hepatosyyteilli on myds runsaasti mitokondrioita,
joista aitheutuu oksidatiivista stressid. Hepatosyyttejd kédytetddnkin usein aineenvaihduntaan ja

toksisuuteen liittyvissa tutkimuksissa (Valentova et al. 2007).

11



3.1. Ikailntyminen ja muistisairaudet
Ikadntyessd elimistd kyky korjata soluja ja suojautua tulehduksilta ja oksidatiiviselta stressiltd
heikkenee. Yksi tirkeimmistd soluvahinkoja korjaavista proteiineista on saperoni HSP70 (70
kilodalton heat shock protein), joka pystyy korjaamaan vahingoittuneita proteiineja. (Galli et
al. 2006) tutkivat lyhytaikaisen mustikkakuurin vaikutusta eri ikdisten rottien hippokampusten
kykyyn  suojautua  tulehdukselta. = Hippokampukset altistettiin  tulehdusreaktiolle
lipopolysakkarideilla in vitro, ja HSP70-tasot mitattiin 30, 90 ja 240 minuuttia altistuksen
jilkeen. Kisitteleméttomien hippokampusten HSP70-tasot olivat samat testi- ja
kontrolliryhmien vililld mutta LPS-késittelyn jdlkeen vanhempien rottien HSP70-tasot
nousivat huomattavasti vihemmén kuin nuorten rottien kaikkina mitattuina ajankohtina.
Mustikkakuuri néytti kuitenkin palauttavan HSP70-proteiinin vasteen LPS:lle verrattuna
kontrolliryhméén ikdéntyneilld rotilla. Suurimmat erot saavutettiin 90 ja 240 minuuttia LPS-

kasittelyn jélkeen.

Alzheimerin taudin péépiirre on [P-amyloidin lisdéntynyt tuotto, joka johtuu
amyloidiprekursoriproteiinin (APP) pilkkoutumisen héiriostd. B-amyloidit takertuvat yhteen
muodostaen plakkeja. Tutkimuksessaan Vepsidldinen et al. (2013) tutkivat polyfenolien
vaikutuksia hermoston suojaamiseen ja APP:n prosessointiin erilaisissa in vitro
stressitilanteissa. APP751-proteiinia ylituottavat ihmisen SH-SYS5Y-neuroblastoomasolut
indusoitiin oksidatiiviselle stressille ja apoptoosille. Menadionin aiheuttama ROS-yhdisteiden
tuotto oli selkedsti vihdisempdd solundytteissd, jotka oli késitelty myrisetiini-, kversetiini- tai
antosyaani-pitoisilla uutteilla. Kaspaasi-3:n aktivaatiossa, APP:n prosessoinnissa tai Af-
pitoisuuksissa ei puolestaan ollut eroa ryhmien vililld soluissa, joissa apoptoosi oli indusoitu
staurosporiinilla. Kaspaasi-3 on proteaasi, joka pilkkoo APP:n. Tutkimuksessa kaytettiin myds
transgeenisida AD-hiirida (ApdE9), joille annettiin antosyaani-pitoista mustikka- tai
herukkauutetta. Hiirten aivokuorilla todettiin vihemmén APP:n C-terminaalifragmentteja
kontrolliryhméén verrattuna. Liukoisten AB40- ja AP42-proteiinifragmenttien tasot olivat
huomattavasti alhaisemmat mustikkaryhmalld verrattuna herukkauutetta saaneisiin hiiriin,
mutta liukenemattomien proteiinifragmenttien tasot olivat ryhmien vélilld kéanteiset.
Ikdantyneilla APdE9-hiirilld molemmat marjauutteet auttoivat spatiaalisen tydmuistin
alenemassa. Ruokavaliolla ei ollut kuitenkaan vaikutusta tau-proteiinien ekspressioon tai
fosforylaatioon (Vepséldinen ef al. 2013). Tau-proteiinien kokonaisméérd sekd kohdasta 181
(treoniini) fosforyloitujen tau-proteiinien (p-tau-181) méédrd ovat erditd Alzheimerin taudin

biomarkkereita (Kester et al. 2009).
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3.2. Masennus
Typpioksidi (NO) syntetisoidaan L-arginiinista typpioksidisyntaasin (NOS) katalysoimassa
reaktiossa ja se on epitavallinen vilittdjdaine elimistossd. NO:lla on tirked rooli
hermoimpulssin siirtymisessd, synaptisessa plastisuudessa sekd erilaisissa kognitiivisissa,
oppimiseen ja tunteisiin  liittyvissd  toiminnoissa  kuten  masennuksessa  sekd
aggressiivisuudessa. Typpioksidisyntaasin inhibitio saattaa olla uusi keino voimistaa
serotonergisten masennuslddkkeiden tehoa, silld masentuneilla potilailla on havaittu
kohonnutta nitraattitasoa plasmassa. Nitraatti on typpioksidiaineenvaihdunnan lopputuote.
Myds NOS-tasojen  vdheneminen aivojen  hippokampuksissa on  aikaansaanut
masennuslddkkeiden kaltaisia vaikutuksia. Masentuneilla potilailla onkin huomattu olevan
kohonnutta NOS:n ekspressiota hippokampuksissa. Kuten on aiemmin esitetty, NO on my0s
vapaa radikaali, joka reagoidessaan superoksidianionin kanssa muodostaa peroksinitraattia

(Kumar et al. 2012).

Kumar et al. (2012) tutkivat mustikan vaikutusta hiirilld, joille oli aiheutettu arvaamatonta
kroonista lievdd stressid (unpredictable chronic mild stress, UCMS), joka aiheuttaa
masennuksenkaltaisia oireita elimistossd. 125, 250 tai 500 mg/kg mustikkauutteita (25-36 %
antosyaaneja) annettiin koe-eldimille 21 pdivdn ajan. Kroonista stressid aiheutettujen hiirten
aivojen TBARS- ja nitriittitasot olivat huomattavasti korkeammat kontrolliryhméén verrattuna.
Mustikkauutetta saaneiden stressaantuneiden hiirten TBARS- ja nitriittitasot olivat tutkimuksen
mukaan huomattavasti alhaisemmat ja vaikutukset olivat suoraan verrannolliset saatuun
annokseen. Stressaantuneilla hiirilld todettiin myos alentuneet SOD- ja katalaasitasot, joita
mustikkakésittely paransi huomattavasti. Mustikkakésittely paransi hiirilld myos nékyvia
masennukseen liittyvid oireita, kuten litkkumattomuutta. Mustikan positiiviset vaikutukset

voivat johtua muutoksista L-arginiini-typpioksidi -signalointitiessa.

3.3.  Metabolinen oireyhtymi
Metabolinen oireyhtymd on aineenvaihduntahdirion tila, jossa yhdelld ihmiselld on useita
syddn- ja verisuonitautien riskitekijoitd. Keskivartalolihavuus on yksi oireyhtymén
merkittdvimmisté riskitekijoistd. Lihavuus ja insuliiniresistenssin kehittyminen saattavat olla
yhteydessd adiposyyttien eli rasvasolujen héiridihin. Adiposyyttien pédétehtavé elimistossd on
toimia energiavarastona, mutta niissd myds syntetisoidaan biologisesti aktiivisia molekyyleja,

adiposytokiinejd. Leptiini on erds rasvasolujen erittimé hormoni, joka véhentéa ruokahalua ja
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liséd elimiston energiankulutusta. Adiponektiini on erés toinen adiposyyteissé tuotettu hormoni
ja se on kenties tdrkein adiposytokiineistd. Adiponektiinin konsentraation ja mRNA:n
ekspressiotasojen on havaittu olevan alhaisempia ylipainoisilla ja insuliiniresistenssin

omaavilla henkil6illd (Tsuda 2008).

3.3.1. Diabetes

Diabetes johtuu insuliinin tuotannon hiiriostd haiman [B-soluissa ja yksi sen oireista on
kohonnut verensokeri, koska insuliinia ei erity tarpeeksi tai ollenkaan, jolloin solujen kyky ottaa
glukoosia sisddnsa heikkenee. Korkealla verensokeripitoisuudella on merkittidva rooli sydén- ja
verisuonitautien puhkeamisessa, koska se aiheuttaa mitokondriohdiriditd ja ROS-yhdisteiden
kertymistd (Fiorentino ef al. 2013). Haiman insuliinia tuottavilla B-soluilla on vain vihin
vapaita radikaaleja tuhoavia entsyymejd, kuten kloramfenikoliasetyylitransferaaseja (CAT),
superoksididismutaaseja (SOD) tai glutationiperoksidaaseja, jonka vuoksi B-solut ovat erityisen
herkkid oksidatiiviselle stressille. Tutkimusten mukaan ruokavalion antioksidantit, kuten
antosyaanit, vahentivét glukoosin indusoimaa oksidatiivista stressid f-soluissa. Useissa in vivo
ja in vitro-tutkimuksissa antosyaanit on yhdistetty parantuneeseen insuliinintuotantoon 2-

tyypin diabetesta sairastavilla (Watson et al. 2014).

Noin 70-80 % 2-tyypin diabeetikoista karsii rasvamaksasta, joka myos yhdistetddn
kohonneeseen riskiin sairastua syddn- ja verisuonisairauksiin. Maksan alentunut
insuliiniherkkyys ja tiettyjen tulehdusmerkkiaineiden eritys on liitetty rasvan kertymiseen.
Mustikka vdhensi painonnousua ja alensi paastoverensokeria korkearasvaisella ruokavaliolla
olleilla ~ C57BL/6J-hiirilld  verrattuna  korkearasvaisella ~ ruokavaliolla  olleeseen
kontrolliryhmdin Heyman et al. (2014) tutkimuksen mukaan. Koe-eldimet oli jaettu kolmeen
ryhméén ruokavalioiden perusteella: vidhédrasvainen, korkearasvainen sekd korkearasvainen,
jossa oli mukana 20 % puolukkaa, mustaherukkaa, mustikkaa, vadelmaa, acai-marjaa, luumua
tai karhunvatukkaa. Puolukkaa, mustaherukkaa ja mustikkaa saaneilla koe-eldimilld elimiston
rasvan madrd, maksan lipidien kertyminen ja plasman inflammatoorimarkkeri PAI-1:n tasot
laskivat huomattavasti ja toisaalta glukoositasapaino parani. Paastoverensokerin alenema
saattaa olla suoraan seurausta rasvan mdadrdn vdhenemisestd, mutta mustikkauutteen
antosyaanien on my0s todettu alentavan korkeaa verensokeria ja parantavan insuliiniherkkyytta
aktivoimalla AMPK (5° AMP-activated protein kinase) -reaktiotietd. AMPK-reaktiotien

aktivointi atheuttaa esim. glukoositransportteri 4:n toiminnan aktivoimista valkoisissa
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rasvasoluissa ja lihaksissa sekd glukoosin tuotannon ja rasvan médrin vihenemistd maksassa

(Takikawa et al. 2010).

Resistiini on erds adiposytokiineihin kuuluva hormoni, joka on liitetty ylipainosta aiheutuvan
diabeteksen puhkeamiseen. Mykkénen ef al. (2014) tekemissa tutkimuksessa korkearasvaisella
ruokavaliolla olevien C57BL-hiirten resistiinitasot olivat alhaisemmat niilld yksiloill, joiden
ruokavalioon oli lisdtty antosyaanipitoista mustikkajuomaa. Resistiinilld on tulehdusta
edistdvid vaikutuksia elimistossd ja se my0Os sddtelee MCP-1:n (monocyte chemoattractant
protein 1) ekspressiota. MCP-1 on sytokiini, joka saa aikaan monosyyttien, muisti-T-solujen ja

dendriittisten solujen kertymisen tulehdusalueelle.

3.3.2. Verenpaine ja verisuonitaudit

Verenpainetauti on yksi kriteeri metabolisen oireyhtymén diagnoosille ja se liitetdén usein
ylipainoon. Oksidatiivinen stressi, tulehdusreaktiot ja hdiriot reniini-angiotensiinijarjestelméssa
liittyvét krooniseen korkeaan verenpaineeseen. Korkeaan verenpaineeseen voidaan maariti
joukko erilaisia ladkkeitd, kuten B-salpaajia, ACE-inhibiittoreita, Ca-kanavasalpaajia jne.,
mutta tutkimuksissa ruoka-aineilla on myds saatu positiivisia tuloksia. Mykkénen et al. (2014)
havaitsivat mustikkajuoman alentavan C57BL-hiirten korkeaa verenpainetta, joka oli indusoitu
runsasrasvaisella ruokavaliolla. Verenpaineen laskun taustalla ovat luultavasti mustikan

siséltdvien antosyaanien ja muiden antioksidanttien tulehdusta vihentévit vaikutukset.

Zafra-Stone et al. (2007) tutkivat marjojen antosyaanien vaikutusta ateroskleroosiin eli
valtimonkovettumatautiin hamstereilla. Koe-eldimet oli jaettu kahteen yhdeksdn eldimen
ryhmaéin, joiden ruokavalio koostui 0,2 % kolesterolista ja 10 % kookos6ljystd. Toinen ryhma
sai lisdksi 1 % OptiBerry-valmistetta, joka on sekoitus pensasmustikkaa, mustikkaa, karpaloa,
seljaa, vadelman siemenid ja mansikkaa. 12 viikon jdlkeen hamsterit punnittiin, eldinten
veriplasma analysoitiin ja aortat irrotettiin ja puhdistettiin. Aorttaniytteet késiteltiin en face -
tekniikalla ja virjattiin Oil Red O-vériaineella, joka viarjda lipidit ja triglyseridit. Menetelmalla
pyrittiin tarkastelemaan vaahtosolujen osuutta aortan soluista, joka on yksi ateroskleroosin
indikaattori. OptiBerry-valmistetta saaneet eldimet painoivat keskiméérin 8 % vihemmaén kuin
kontrolliryhmén hamsterit, johtuen joko ruokahalun vidhenemisestd tai aineenvaihdunnan
kiithtymisestd. Veriplasmasta tutkituissa kolesteroli- ja triglyseridiarvoissa ei puolestaan ollut

huomattavaa eroa ryhmien vélilld. OptiBerry-ryhmissd ateroskleroottinen indeksi
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(vaahtosolujen osuus aortan soluista prosentteina) oli 36.6 % vdhemmédn kuin

kontrolliryhméssa. OptiBerry-valmisteen sisdltimat marjat sisdltdvit runsaasti antosyaaneja.

Polyfenoli-pitoisen juoman on myds havaittu alentavan verenpainetta etenkin korkeasta
verenpaineesta kérsivilld henkil6illd. Tjelle ef al. (2015) kayttivit 134 koehenkiload kattavassa
tutkimuksessa kahta eri juomaa (Optijuice & MANA Blue), joiden polyfenolipitoisuudet olivat
245,5 ja 305,2 mg/100g sekd plasebojuomaa, jonka polyfenolipitoisuus oli 75 mg/100g.
Antosyaaneja juomissa oli vastaavasti 41,3 mg/100g (Optijuice), 11,9 mg/100g (MANA Blue)
ja 0 mg/100g plasebojuomassa. Koehenkil6t saivat 500 ml juomaa 12 viikon ajan ja heidén
verenpaineensa mitattiin kokeen alussa sekd 6 ja 12 viikkoa sen jilkeen. Plaseboryhmén
verenpaine oli korkeampi kuin kokeen alussa 6 viikon jidlkeen mutta matalampi 12 viikon
jélkeen. Plaseboryhmidn verenpaineen vaihtelut otettiin huomioon maéritettdessd polyfenoli-
ryhmén verenpaineiden vaihteluja. Hypertensiivisten koehenkildiden systolinen verenpaine oli
pudonnut 7,3 mmHg kuuden viikon ja 6,8 mmHg 12 viikon jilkeen kokeen aloittamisesta, kun
molempien testiryhmien tulokset yhdistettiin ja niitd verrattiin plaseboryhméén. Normaalin
verenpaineen omaavilla koehenkil6illd, jotka saivat polyfenolipitoista juomaa, systolinen
verenpaine laski keskimddrin 6,9 mmHg kuuden viikon ja 3,4 mmHg 12 viikon jidlkeen kokeen
aloittamisesta verrattuna plaseboryhméén. Optijuice ja MANA Blue- koeryhmien vililld ei
kuitenkaan ollut merkittdvid eroja verenpaineen suhteen. Optijuice sisdlsi n. 5-kertaisen maarén
antosyaaneja, sekd 28% suuremman konsentraation flavonoleja. Hydroksikanelithapon méaara
oli molemmissa valmisteissa ldhes sama. Kokeen tulosten pohjalta ei pystytty paditteleméén,
milld fenolisella yhdisteelld tai kuinka suurella annoksella polyfenoleja oli vaikutusta

verenpaineeseen (Tjelle ef al. 2015).

3.4. Niko
Gangliosolut (RGC) ovat hermosoluja, jotka sijaitsevat silmédn verkkokalvon sisépinnalla.
Gangiosolujen tuhoutuminen on monen sairauden, kuten glaukooman, nakohermotulehduksen,
diabeettisen retinopatian ja verkkokalvovaltimon tukoksen tunnusmerkki. Mustikan
antosyaanien on 10ydetty suojelevan RGC-5-soluja SIN-1 indusoidulta solukuolemalta in vitro,
luultavasti niiden antioksidanttisten ominaisuuksien takia. Lisdksi antosyaanit suojelivat N-
metyyli-D-aspargiinihapolla (NMDA) aiheutetuilta verkkokalvon vaurioilta hiirilld in vivo

(Matsunaga et al. 2009).
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Matsunaga et al. (2010b) tekemén tutkimuksen mukaan mustikan yleisimmét antosyaanit
delfinidiini, syanidiini ja malvidiini inhiboivat verisuonen endoteelin kasvutekiji-A:n (VEGF-
A) indusoimaa verisuonten uudismuodostusta eli angiogeneesid. Angiogeneesin hiiridt ovat
yhteydessd sydpdkasvaimien levidmiseen, mutta myods verkkokalvon sairauksiin, kuten
silmdpohjan ikdrappeumaan, diabeettiseen retinopatiaan ja glaukoomaan. Samassa
tutkimuksessa  havaittiin, ettd  kyseiset  antosyanidit  estivit  2,2-difenyyli-1-
pikryylihydratsyyliradikaalin (DPPH) toimintaa. Toisessa tutkimuksessa Matsunaga et al.
(2010a) mustikkauute inhiboi VEGF-A:n indusoimaa ERKI1/2:n ja seriini/treoniini-
proteiinikinaasiperheen proteiinikinaasi B:n (Akt) fosforylaatioita. Tdm& puolestaan johti
angiogeneesin inhibointiin. Antosyanidien angiogeneesin inhibitointikyky perustuu siis osin
niiden antioksidanttisiin ominaisuuksiin mutta myds ERKI1/2:n ja Akt:n fosforylaation
inhibointiin. VEGF-A:n indusoimalla ERK1/2-signalointitielld on tirked rooli esimerkiksi
ihmisen napalaskimon endoteelisolujen (HUVECs) proliferaatiossa ja Akt:lla migraatiossa

(Matsunaga ef al. 2010a).

Mustikkauutteen vaikutuksesta verkkokalvon epiteelisolujen uudistumiseen ja homeostaasiin
on saatu positiivisia tuloksia Bao er al. (2008) tekemissd tutkimuksessa. Verkkokalvon
epiteelisolujen on havaittu noudattavan tiettyd solusyklin dynamiikkaa parantumisen aikana.
G2/M-vaiheessa olevien tumien prosenttiosuus kertoo mitoottisesta aktiivisuudesta.
Mustikkauute (10* M Cyd-3-glu) kasvatti Go/M- ja S-vaiheessa olevien solujen osuutta 36
tunnin inkubaation jdlkeen, joten silli on luultavasti positiivisia vaikutuksia verkkokalvon
epiteelisolujen mitoottiseen aktiivisuuteen ja solujakautumisen nopeuteen. Mustikkauutetta
voitaisiin ~ kdyttdd paikallisesti verkkokalvon naarmujen parantamiseen korkeinakin

pitoisuuksina, silld sen ei ole havaittu olevan toksinen soluille.

Mustikan vaikutuksesta pimedndakdoon on tehty n. 30 tutkimusta, joista 12 on placebo-
kontrolloitu. Canter & Ernst (2004) kokosivat yhteen ndiden 12 tutkimuksen tulokset, joista
neljd uusinta koetta olivat satunnaistettuja kontrolloituja (RCT) ja niissd mustikalla ei ollut
vaikutusta pimedndkoon. Viides RCT ja seitsemén ei-satunnaistettua koetta puolestaan
raportoivat  positiivisesta  vaikutuksesta. Negatiivisen tuloksen antavissa kokeissa
mustikkauutteiden annokset olivat kuitenkin pienemmaédt ja kerdtyt mustikat olivat
maantieteellisesti kaukana toisistaan, joten antosyaanipitoisuuksissa saattoi olla eroja. 11:ssd
tutkimuksessa 12:sta mustikan vaikutusta tutkittiin vain tervesilmaisilld koehenkil6illd, mutta
tiukkoja (esim RCT) kokeita ei ole jérjestetty ollenkaan henkil6illd, joilla on alentunut

pimedndkd tai patologinen silmésairaus. Hypoteesin varmistamisesksi tarvittaisiin siis
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tiukemmin kontrolloituja, plasebo-kontrolloituja tutkimuksia, joiden koehenkil6illd olisi em.

nikoalenemia.

3.5. Suolisto
Roth kumppaneineen (2016) tutki mustikan antosyaanien vaikutusta Colitis Ulcerosaa (UC) eli
haavaista paksusuolen tulehdusta sairastavien potilaiden suolistossa. Haavainen paksusuolen
tulehdus on krooninen suoliston sairaus, joka kuuluu Crohnin taudin liséksi tulehduksellisiin
suolistosairauksiin (IBD). Sytokiinit ovat pienid proteiineja, jotka ovat térkeitd
solusignaloinnissa. Immuunisolut tuottavat sytokiineja immuunivasteen seurauksena ja
sytokiinien korkea pitoisuus viestiikin tulehduksesta elimistdssi. Potilaat saivat antosyaani-
pitoista mustikkauutetta (ARBE), ja heidén seerumin sytokiinipitoisuudet analysoitiin ELISA-
menetelmalld. Néytteet otettiin 1, 3, 5 ja 7 viikon pdistd tutkimuksen aloituksesta. Lisdksi
tutkimuksessa  kdytettiin  THP-1-solulinjaa  selvittimdin  antosyaanin tarkempaa

vaikutusmekanismia solutasolla in vitro.

Interferoni (IFN) on sytokiineihin kuuluva proteiiniryhma, joita solut erittivét patogeenien
lasnd ollessa. Interferonit voidaan jakaa kolmeen kategoriaan niitd sitovien reseptorien
perusteella. IFN-y (tyyppi 1) vaikuttaa enimmaikseen JAK/STAT-signalointitien kautta (Blouin
& Lamaze 2013). Tutkimuksessaan Roth et al. (2016) saivat selville, ettd ARBE inhiboi IFN-
y:n indusoimaa IFN-y R2:n ekspressiota, joka on IFN-y-reseptorin signaalin vélittdvd osa.
ARBE siis estdd tulehdusta inhiboimalla IFN-y:a, joka aiheuttaa tulehdusta edistdvid
vaikutuksia. Tutkimuksessa havaittiin, ettd IFN-y ja IFN-a tasot seerumissa vidhenivit vain
niilld potilailla, joiden sairaus siirtyi remissiovaiheeseen tutkintajakson aikana. Téaten
interferonien (o ja y) vdheneminen saattoi johtua itse sairauden oireettomasta vaiheesta, eika
niinkdin ARBE:sta. IFN- y R2:n ja STAT1:n ekspressiotasot kuitenkin vdhenivét riippumatta

remissiosta, joten ndmi muutokset ovat luultavasti suoraan ARBE:n vaikutusta.

Huolimatta in vitro -kokeiden positiivisista tuloksista, Graf et al. (2013) tutkimuksessa
antosyaanipitoisella rypdlemehulla ei ollut vaikutusta T-solujen tai luonnollisten tappajasolujen
(NK) midarddn, NK-solujen aktivaatioon, sytokiinien eritykseen imusoluista tai suoliliepeen
rasvakudoksesta, tulehdusmerkkiaineiden maéaédrdan seerumissa eikd NF-KB:n aktivaatioon

Fischer-rotilla. Rotat saivat 15 mg antosyaaneja pdivasséd 10 viikon ajan.

Mahahaava on yksi maailman yleisimmistd sairauksista ja se ilmaantuu yleensd stressin,

steroideihin kuulumattomien tulehduskipulddkkeiden, vasymyksen, Helicobacter pylori-
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tartunnan tai alkoholikulutuksen seurauksena. Mahalaukun limakalvon vaurioon on yhdistetty
vapaiden radikaalien, kuten superoksidianionin ja hydroksyyliradikaalin toiminta, lipidien
peroksidaatio sekd neutrofiilien aktivaatio ja tunkeutuminen limakalvon soluihin. Etanoli
aitheuttaa mahan limakalvoesteen vaurioita, vapauttaa histamiinia ja lisdd tulehdusta, joten sitd
voidaan kéyttdd tutkimuksissa indusoimaan soluvaurioita. Ogawa et al. (2011) tutkivat
mustikkauutteen (>25% antosyanideja) ja a-tokoferolin vaikutuksia etanolilla ja suolahapolla
indusoituihin mahahaavoihin. Hiirille annettiin 3, 10, 20 tai 100 mg/kg mustikkauutetta tai 100
mg/kg e-vitamiinia 1 h ennen HCl/etanolikisittelyd. Mustikkauute (20, 20 ja 100 mg/kg)
vihensi mahan limakalvojen vaurioita (47, 56 ja 63 %) riippuen suoraan saadusta annoksesta.
Myo0s e-vitamiini inhiboi vaurioita, mutta vihemmén kuin sama méaird mustikkauutetta.
Positiiviset tulokset johtuvat oletettavasti mustikan tdrkeimpien antosyanidien delfinidiinin,
syanidiinin ja malvidiinin antioksidanttisista ja vapaita radikaaleja pysdyttivisti

ominaisuuksista (Ogawa et al. 2011).

3.6. Syopa
Adams kumppaneineen (2011) tutki pensasmustikkajauheen (Vaccinium corymbosum)
vaikutusta rintasydpédkasvaimiin, jotka antavat negatiivisen tuloksen markkereille MDA-MB-
2321 (TNBC) nude-hiirilld. Tutkimuksessa verrattiin kasvaimen kasvua hiirilld, joiden
ruokavalioon oli lisdtty 5 tai 10 % (wt:wt) mustikkajauhetta. Lisdksi kasvaimista tutkittiin
tombospondiini-2, IL-13 ja IFN- y koodaavien geenien ekspressiota, jotka ovat merkittiviad
tulehduksissa, sy0vissd ja metastaasien muodostumisessa. Toisessa kokeessa tutkittiin 5 %:sen
mustikkajauheen inhibointikykyd MDA-MB-231-luc-D3H2LN-solulinjan  metastaasien
muodostumiseen in vivo. Tutkimuksessa kévi 1lmi, ettd kasvaimien koko oli 75 % pienempi 5
%:n mustikkauute (BB) -ryhmélld ja 60 % pienempi 10 %:n BB-ryhmilld verrattuna
kontrolliryhméén. Kasvainsolujen jakautuminen oli myds hitaampaa molemmissa BB ryhmissé
sekd 10 % BB ryhmissa solukuolemien miéra oli korkeampi verrattuna kontrolliryhméén.
Tulehdusreaktioon liittyvien geenien ekspressiossa oli molemmissa BB-ryhmissé selkeité eroja
kontrolliryhmién verrattuna. Wnt-signaloinnissa tapahtuvia muutoksia analysoitiin tarkemmin
5 % BB-ryhmin sy0pédkasvaimilla ja huomattiin, ettd [-kateniinin ekspressio ja
glykogeenisyntaasikinaasi-3f:n fosforylaatio olivat alentuneet. B-kateniinin
inhibiittoriproteiini adenomatous polyposis coli:n (APC) ekspressio oli puolestaan kohonnut

kontrolliryhmién verrattuna. B -kateniinin signalointi indusoi esimerkiksi sykliini D-1:n ja
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MMP-9 geenien ekspressiota, jotka edistidvit sydpédsolujen jakautumista ja metastaasien

muodostumista (Adams et al. 2011).

Zafra-Stone et al. (2007) havaitsivat OptiBerry-valmisteen védhentdvin IL-8 tuottoa
Helicobacteri pylori -bakteeria kantavilla ihmisen suolistosyopésoluilla (MKN45). H. pylori
aiheuttaa osalla tartunnan saaneista kroonista tulehdusta mahan limakalvolla, mikd on
yhdistetty kohonneeseen mahasyovian riskiin, sekd maha- tai pohjukkaissuolen haavan
kehitykseen (Sipponen & Marshall 2000). Tutkimuksessa solundytteisiin siirrettiin H. pylori-
bakteeria, 10 ng TNFa:a sekd osaan nidytteistd 0.5 % OptiBerry-valmistetta ja supernatantit
kerattiin 6, 12 ja 24 tunnin kuluttua kasittelystd. IL-8- tasot mitattiin kaupallisen kitin avulla
(R&D Systems, Minneapolis, MN). IL-8 olivat kohonneet H. pylori-késittelyn vuoksi 20, 22
tai 25 % (6, 12 tai 24 tuntia). OptiBerry-valmiste inhiboi IL-8:n tuoton tdysin kaikissa

solundytteissa.

Kemoterapiahoidon resistenssin muodostumisen suurin syy kroonisessa lymfaattisessa
leukemiassa (KLL) on héirid apoptoosissa. Alhosin et al. (2015) tutkivat antosyaanipitoisen
mustikkauutteen (Antho50) proapoptoottisia ominaisuuksia KLL:a sairastavien potilaiden B-
soluilla ja terveiden henkildiden perifeerisen veren mononukleaarisilla soluilla (PBMCs).
Antho50 indusoi proapoptoottisia vaikutuksia B KLL-soluilla mutta et PBMC:114. KLL-solujen
elinkyvyn heikkeneminen ja apoptoosi olivat riippuvaisia késittelyajasta sekd kaytetystd
Antho50:n konsentraatiosta. p-Bad (Bcl-2-associated death promoter) -inaktivaatio
defosforyloinnilla indusoi Bcl-2-geenin tuotannon hiljentdmisté, joka johtaa apoptoosiin. p-Akt
voi puolestaan aktivoida Bad:n fosforyloimalla Ser112 ja Ser136 aminohapot. Antho50:n
havaittiin defosforyloivan juuri Akt:n Ser437 aminohapon tunnin kuluessa késittelystd, jonka
seurauksena Bad e1 fosforyloidu. Tdma johtaa Bcl-2-geenin ekspression vihenemiseen ja sen
seurauksena kaspaasi-3:en liittyvdn solukuoleman aktivaatioon. Huolimatta antosyaanien
antioksidanttisista ominaisuuksista, Antho50:n huomattiin aiheuttavan ROS-yhdisteiden
nopeaa muodostumista KLL-soluissa sekd UHRFI1-geenin ekspression hiljentdmisti,
indusoiden apoptoosia. UHRF1 on anti-apoptoottinen proteiini, jonka tuotanto on yli-
ilmentynyttd monissa ihmisen syoOpdsoluissa. Tutkimuksessa kdytetyn Antho50:n tirkein
antosyanidi oli delfinidiini, mutta myds muilla antosyaaneilla sekd fenolisilla yhdisteilld voi

olla yhteisvaikutusta apoptoosin indusoinnissa B KLL-soluissa.
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4. Muiden funktionaalisten yhdisteiden terveysvaikutuksia
Tumbas Saponjac et al. (2015) tutkivat kolmen erilaisen kuivatun mustikkafraktion
antioksidanttisia ja antiproliferatiivisia ominaisuuksia. Fraktio 1 sisdlsi c-vitamiinia, fraktio 2
flavonoideja ja fraktio 3 fenolihappoja. Tutkimuksessa antioksidanttisten vaikutusten
tutkimiseen kéytettiin  hydroksyyli- ja DPPH-radikaaleja. Flavonoidit stabiloivat
hydroksyyliradikaaleja muita fraktioita enemméin, kun taas fenolihapot osoittautuivat
paremmiksi DPPH-radikaalien pyséyttdjiksi. DPPHe reagoi fenolien kanssa kahdella eri
mekanismilla: irroittamalla fenoliryhmén vetyatomin tai siirtimélli elektronin fenoliryhmalta
tai fenoksidianionilta DPPH-radikaalille. Fraktioiden 2 ja 3 havaittiin myos hidastavan
syopésolujen jakautumista ja solujen kasvun inhibitio oli suoraan verrannollinen aineiden
konsentraatioihin. Fraktio 1 inhiboi my0s solujen kasvua konsentraatioverrannollisesti, mutta
my0s solulinjalla ndytti olevan vaikutusta. C-vitamiini inhiboi HT-29 (paksusuolen
adenokarsinooma) solulinjan soluja vain suurimmalla kaytetylld konsentraatiolla (>250 pg/ml)
mutta HeLa- ja MCF7-solujen kasvu inhiboitui kaikilla konsentraatioilla. Fenolihappopitoinen
fraktio 3 inhiboi parhaiten HeLa-solujen kasvua mutta seké fraktio 2 ettd fraktio 3 inhiboivat

MCF7-solujen kasvua ldhes yhtd hyvin.

Mustikalla on myo6s antimikrobisia vaikutuksia. Burdulis ef al. (2009) tekemin tutkimuksen
mukaan mustikkauute inhiboi usean gram-negatiivisen ja gram-positiivisen bakteerin kasvua,
mutta hiivojen kasvuun silld ei ollut juuri vaikutusta. Myos Raudsepp et al. (2016) havaitsivat
tutkimuksessaan, ettd mustikalla on antimikrobisia vaikutuksia. Etanoliin uutettu mustikka
inhiboi bakteerien kasvua paremmin, kuin veteen uutettu. Samassa tutkimuksessa havaittiin,
ettd etanoliin uutetulla mustikalla on my6s parempi antioksidanttinen vaikutus, kuin veteen
uutetulla mustikalla. Yksi syy tdhdn voi olla vesiuutoksen kuumentaminen, jonka havaittiin
vihentdvdn c-vitamiinipitoisuutta 30 % verrattuna huoneenldmmossd valmistettuun
etanoliuutokseen. Toiseksi, etanoliuutteessa esiintyi lipofiilisid antioksidanttisia yhdisteita,
joita vesiuutteessa ei havaittu. Riihinen ef al. (2011) totesivat tutkimuksessaan mustikasta
eristettyjen fraktioiden inhiboivan hammasplakkia muodostavien bakteerien koaggregaatiota.
Streptococcus mutans on yksi yleisimmistd suun bakteereista, jotka ilmestyvét suuhun jo
varhain. Hampaan pinnalle muodostuva plakki onkin yleisesti streptokokkien ja Actinomyces-
sukuun kuuluvien bakteerien (kuten Actinomyces naeslundii) kerdymid. Fusobacterium
nucleatum ilmestyy suuhun yleensd myohemmin ja se toimii ’siltana” uusien ja vanhojen

bakteeripesdkkeiden vélilld, muodostaen koaggregaatteja useimpien suusta Idytyvien
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bakteerien kanssa. Mustikan, ja muiden marjojen, antosyaanien, proantosyanidien ja

flavoloniglykosidien arvellaan vaikuttavan bakteerien kykyyn muodostaa koaggregaatteja.

5. Johtopaitokset
Mustikan antosyaaneilla ja muilla funktionaalisilla yhdisteilld on saavutettu tutkimuksissa
huomattavia terveyshyotyji. Mustikkauutteilla on havaittu mm. antioksidanttisia,
antimikrobisia, tulehdusta estivié, syopakasvua hidastavia, masennusta ja alzheimerin tautia
ehkéisevid sekd verensokeria ja -painetta tasapainottavia ominaisuuksia. On kuitenkin otettava
huomioon, ettd usein tutkimuksissa kédytetddn korkeita antosyaanipitoisuuksia. Lisdksi eldimilla
tai solulinjoilla tehtyjd kokeita ei ole usein toteutettu ihmisilld, joten tuloksiin pitdé suhtautua
kriittisesti. Esimerkiksi Kumar ef al. (2012) antoivat tutkimuksessaan hiirille 125, 250 tai 500
mg/kg mustikkauutetta, jonka antosyaanipitoisuus oli vahintdén 25 %. Koe-eldimille aiheutetut
masennuksen oireet helpottivat kaikilla annetuilla pitoisuuksilla. 75 kg painavan ihmisen pitéisi
saada antosyaaneja 2344 mg, jotta se vastaisi hiiren saamaa antosyaanipitoisuutta (125 mg/kg
x 0,25). Tama méaran saamiseksi mustikoita pitdisi syoda n. 780 g, jos oletetaan, ettd mustikan
antosyaanipitoisuus on 300 mg/100g (Prior et al. 1998). Koska suomalaiset saavat antosyaaneja
ruokavaliostaan keskimiirin 80 mg pdivissd (Ovaskainen et al. 2008), ei ruokavaliossa ole
yksistddn riittdvésti aikaansaamaan tutkimuksissa havaittuja terveyshyotyja. Osa tutkimuksissa
havaituista mustikan terveyshyddyistd saattaa olla my6s seurausta kaikkien antioksidanttisten

yhdisteiden yhteisvaikutuksesta.

Mustikan antosyaanien vaikutukset perustuvat suurimmalta osin niiden antioksidanttisiin
ominaisuuksiin, mutta niiden on tutkittu myds vaikuttavan AMPK- ja JAK/STAT-reaktioteihin
ja defosforyloivan ERKI1/2- ja Akt-signalointiproteiineja. Mustikan on havaittu myds
vaikuttavan L-arginiini-typpioksidi -signalointitiechen hiirilld ja siten toimivan masennusta
ehkéisevasti. Lisdksi H. pyloria kantavilla suolistosydpésoluilla antosyaanipitoinen uute
inhiboi IL-8:n tuoton tiysin. Vaikka mustikalla saadut tutkimustulokset in vitro solulinjoilla ja
in vivo eldinkokeilla vaikuttavat positiivisilta ja lupaavilta, saattaa antosyaanien vaikutukset
thmisen elimistdssd olla erilaiset johtuen eroista aineenvaihdunnassa. Antosyaaneista ei
my0oskdin imeydy elimistoon kuin n. 1 % suun kautta nautitusta méarastd. Mustikkaa voidaan
silti pitdd funktionaalisena elintarvikkeena ja tulevaisuudessa potentiaalisena ravintolisdnékin,

vaikka silloin sitd ei endd funktionaaliseksi elintarvikkeeksi saakaan nimittaa.
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Mustikan (Vaccinium myrtillus)
antosyaanit ja niilden

Biokemian kandidaatintutkielman tiedetta popularisoiva osuus

Biokemian ja molekyylilaaketieteen tiedekunta, Oulun yliopisto, Suomi

Antosyaanit

Antosyaanit ovat vesiliukoisia flavonoideihin kuuluvia
pigmentteja, jotka  koostuvat sokeriosasta el
glykonista seka antosyanidiksi kutsutusta
flavonoidiosasta. Antosyaanit ovat 2-
fenyylibentsopyriliumin tai flavyliumsuolojen
polyhydroksi- ja polymetoksijohdannaisten
glykosideja. Mustikassa sokeriosa voi olla glukoosi,
galaktoosi tai arabinoosi. Kuusi yleisinta antosyanidia
kasvien syotavissa osissa ovat syanidiini (Cy, 50 %),
pelargonidiini (Pg, 12 %), peonidiimi (Pn, 12 %),
delfinidiim1 (Dp, 12 %), petuniduni (Pt, 7 %) seka
malvidiimi (Mv, 7 %), joista mustikassa esiintyy
kaikkia pelargonidiinia lukuun ottamatta. Antosyanidit
koostuvat kolmesta rengasrakenteesta: kahdesta
bentseenirenkaasta ja  niiden  valun  jdavasta
happiatomin sisaltavasta pyraanirenkaasta.
Antosyaanit saavat kasveissa, kukissa ja marjoissa
atkaan violetteja, sinisid ja punaisia vareja, jotka ovat
on riippuvaisia pH:sta. Antosyanidit voivat esintya
lluoksessa neljdssda er1 muodossa; quinoidal base,
flavyliumkationi, hemiasetal base (carbinol pseudo-
base) ja chalcone (Kuva 1). Tuoreissa mustikoissa
antosyaanipitoisuus on n. 300 mg/100g eh 0,3 %
mustikan painosta. Suurin osa antosyaaneista on
mustikan kuoressa.
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Kuva 1. Antosyaanien tasapainotilat eri pH-arvoissa. Mallina on
kaytetty malvidiini-3-O-glukosidia. Kuvan lahde: Willemse et al.
(2013). Kuvan kaytt6on on saatu lupa kustantajalta.

Antosyaanien terveysvaikutuksia
Mustikan antosyaanien terveysvaikutusten uskotaan
pohjautuvan pitkalt1i vapaiden radikaalien (ROS,
reactive oxygen species) atheuttamien vahinkojen
estamiseen. Vapaita radikaaleja syntyy esimerkiksi
mitokondriossa oksidatiivisen fosforylaation
sivutuotteina. Vapaat radikaalit atheuttavat soluissa
laajaa  vahinkoa  esimerkikst  vahingoittamalla
protenineja, lipideja ja DNA:ta ja niiden atheuttamat
vahingot ovat yhteydessd wuseisiin tauteithin seka
vanhenemiseen. Antosyaanien tehokkuus vapaiden
radikaalien  estdmiseen  perustuu  antosyanidin
rakenteeseen. Bentseenirenkaassa olevat
hydroksyyliryhmat seka pyriinirenkaan
hydroksyyliryhma voivat luovuttaa  vetyatomin
superoksidi-anionille ja muille
hydroksyyliradikaaleille. Antosyanidien on tutkittu

HO
otPH

estavian vapaita radikaaleja tehokkaammin kuin niita
vastaavien glykosyloitujen antosyaanien ja lisdksi
sokeriketjun pituuden kasvun on osoitettu heikentavan
antioksidanttista tehokkuutta. Antosyaaneilla saattaa
olla myos kyky sitoutua DNA:han, ja siten suojella
DNA :ta oksidatiiviselta stressilta.

Mustikan antioksidanttiset vaikutukset on
tutkimuksissa  yhdistetty ¥ mm.  parantuneeseen
insuliinintuotantoon, mahan limakalvon vaurioiden
ehkaisyyn (mahahaavan ehkaisy), alentuneeseen
verenpaineeseen ja  gangliosolujen solukuoleman
inhibointiin. Lisdksi mustikan on todettu ehkiisevin
masennusta  vaikuttamalla  L-arginiini-typpioksidi-
signalointitichen. Antosyaanit voivat aktivoida myos
AMPK -reaktiotieta, joka atheuttaa
glukoositransportteri  4:n  aktivoimista valkoisissa
rasvasoluissa ja lihaksissa sekd glukoosin tuotannon ja
rasvan maaran vahenemistid maksassa. Antosyaania
saaneilla korkearasvaista ruokavaliota saaneilla hirilla
myOs resistiinitasot olivat alhaisemmat ja toisessa
tutkimuksessa hiirten ateroskleroottinen indeksi ja
paino laskivat OptiBerry-marjavalmisteen nauttimisen
seurauksena.

Mustikalla on ollut useita vaikutusmekanismeja in vivo
syopatutkimuksissa. Sen on huomattu hidastavan
kasvainten kasvunopeutta, alentavan [-kateniinin
ekspressiota ja glykogeenisyntaasikinaasi-3f3:n
fosforylaatiota sekd kohottavan APC:n ekspressiota.
Antosyaanipitomnen  mustikkauute 1ndusoi myos
apoptoosia  kroonista  lymfaattista  leukemiaa
sairastavien B-soluissa mm. defosforyloimalla Akt:n,
joka johtaa Bcl-1-geenin ekspression vihenemiseen ja
sen seurauksena kaspaasi-3:n luttyvan solukuoleman
aktivaatioon. Kuva 2 tnvistdda viela  yhteen
antosyaanien  tarkeimmat — terveytta — edistavat
ominaisuudet.
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Kuva 2. Mustikan tarkeimpien polyfenolien kaavakuvat ja antosyaanien
ominaisuuksia. Kuvan lahde: Nile et al. (2014). Kuvan kayttbon on saatu
lupa kustantajalta.

Flavones : {a). htl-:im
and (b). Quercetin

Kuva 3. Mustikan marjoja. Kuvituskuva. Lahde:
https.//www.flickr.com/photos/qgaribaldi/254885349

Elaintutkimuksissa kaytetian usein mustikkauutteita,
joiden antosyaanipitoisuus on vahintidan 25 %. Jos
huirelle annetaan uutetta painon mukaan 125 mg/kg
vuorokaudessa, vastaist se n. 780 grammaa tuoretta

mustikkaa 75 kg painavalla thmisella.

Johtopaatokset

Mustikan antosyaaneilla ja muilla funktionaalisilla
yhdisteillda on saavutettu tutkimuksissa huomattavia
terveyshyotyja. Mustikkauutteilla on havaittu mm.
antioksidanttisia, antimikrobisia, tulehdusta estavii,
syOopakasvua hidastavia, masennusta ja alzheimerin
tautia ehkaisevia sekd verensokeria ja -painetta
tasapainottavia ominaisuuksia. On kuitenkin otettava
huomioon, ettd usein tutkimuksissa kiytetian korkeita
antosyaanipitoisuuksia. Lisaksi elaimilla  tai
solulinjoilla tehtyjd kokeita e1 ole usein toteutettu
ihmisilla, joten tuloksiin pitdd suhtautua kriittisesti.

Mustikan  antosyaanien  vaikutukset  perustuvat
suurimmalta osin niiden antioksidanttisiin
ominaisuuksiin, mutta niiden on tutkittu myos
vaikuttavan AMPK ja JAK/STAT-reaktioteihin ja
defosforyloivan ERK1/2- ja Akt-signalointiproteiineja.
H. pylori-bakteeria kantavilla suolistosyopasoluilla
antosyaanipitoinen uute inhiboi IL-8:n tuoton taysin.
Vaikka mustikalla saadut tutkimustulokset in vitro
solulinjoilla ja in vivo elainkokeilla vaikuttavat
posituvisilta ja lupaavilta, saattaa antosyaanien
vaikutukset thmisen elimistossa olla erilaiset johtuen
aineenvaithdunnan erilaisuudesta. Antosyaaneista ei1
myoskdan imeydy elimistoon kuin n. 1 % suun kautta
nautitusta maarasta.

Mustikassa on antosyaanien lisdaksi joukko muitakin
terveydelle hyodyllisia ainesosia, kuten erilaisia
flavonoideja, fenolihappoja, vitamiineja, hivenaineita
ja kuitua. Mustikkaa voidaankin p1taa funktionaalisena
eluntarvikkeena, ja sitd on alettu hyodyntda myos
kaupallisest1  esim. silmien kuntoon tarkoitetuissa
ravintolisissa.

Viitteet

Nile SH & Park SW (2014) Edible berries: Bioactive components and their effect on human health.
Nutrition 30(2): 134-144.

Willemse CM, Stander MA & de Villiers A (2013) Hydrophilic interaction chromatographic analysis
of anthocyanins. J Chromatogr A 1319: 127-140.

Science with Arctic Attitude






