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Endofyytit 
• Endofyytit ovat mikro-organismeja, kuten bakteereita 

tai sieniä, jotka elävät kasvisolukoissa vahingoittamatta 
niitä. 

• Voivat elää kasvissa oireettomasti tai ovat jopa 
latentteja patogeeneja tai lepotilassa olevia 
saprofyyttejä (Schueffler & Anke 2011)   

• Endofyytit voivat stimuloida kasvua, lisätä 
tautiresistenssiä, parantaa ympäristöstressien 
sietokykyä. Endofyytit edesauttavat puuvartisten 
kasvien ekologista  sopeutumista (Newcombe 2011).   
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• Suurin osa sieniendofyyteistä on edelleen 
tutkimatta, niitä ei ole edes löydetty saati kuvattu. 
Arviot lajien mahdollisesta kokonaismäärästä 
globaalisti vaihtelevat suuresti (0,5-1,3 milj.) 
riippuen tarkastelutavasta. 

• Esim. lauhkean vyöhykkeen 1000:sta puulajista 
sieniendofyyttejä on tutkittu vain noin 10%:sta  
(Unterseher 2011) puulajeja. Niissäkin tarkastelu on 
keskittynyt versoissa eläviin lajeihin. 

   

Endofyytit muodostavat laajan ja 
monimuotoisen ryhmän, josta suurin osa 
on edelleen tunnistamatta  

Kasvien endofyyteistä suurin osa on 
vielä löytymättä 



© Luonnonvarakeskus 4 13.4.2016 Tytti Sarjala 

• Monien endofyyttisienten tiedetään sisältävän bioaktiivisia yhdisteitä, joilla on 
sytotoksisia, kasvaimien kasvua ehkäiseviä, antimikrobisia, anti-oksidatiivisia 
ja tulehdusta estäviä vaikutuksia (Strobel ym. 2004).  

• Eräässä kokooma-artikkelissa tarkastelluista  endofyyttisienistä eristetyistä 
yhdisteistä yli 50% osoittautui uusiksi, ennen tuntemattomiksi (Gutierrez et al. 
2012). 

• Vuosina 2000-2007 endofyyteistä →  yli 100 uutta bioaktiivista 
luonnonainetta. Vuosina 2008-2009 → yhtä paljon uusia löydöksiä (Aly et al. 
2010) 

– antimikrobisia, sytotoksisia, antiparasiittisia, hermosoluja suojaavia 
yhdisteitä  

• Isäntäkasvin ja endofyytin välinen vuorovaikutus tulisi tuntea 
perusteellisemmin molekyylitasolla, jotta sekundäärimetaboliittien tuottoa olisi 
mahdollista optimoida laboratorio-olosuhteissa. 

 
 

Endofyyttien bioaktiiviset yhdisteet 
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Jesterone  

Cryptocandin A,   

Muutamia esimerkkejä sienten tuottamista bioaktiivisista yhdisteistä ja lääkeaineista 
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• Uusista lajeista löytyy usein myös uusia yhdisteitä, esim. 8 eri Hypoxylon-
endofyyttilajin tutkiminen tuotti 50 uutta biologisesti aktiivista yhdistettä  (Dr. Frank 
Surup, Helmholz Center for Infection Research, Department Microbial Drugs) 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/92/Ciclosporin.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/50/Lovastatin.svg
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• Olimme kiinnostuneita männynjuurten 
yhteydessä elävien endofyyttisienten 
antioksidatiivisista ym. 
ominaisuuksista. Onko niillä vaikutusta 
puiden elinkykyyn ja menestymiseen 
vaativilla kasvupaikoilla? 
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 Ojitusalueiden mäntyjen endofyytit 
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Sienten puhdasviljelmien eristäminen männynjuurista 

Sieniviljelmät agarmaljoilla PCR ITS1/ITS4 sequencing 

8-vuotiaat männyt 

Juurten 
puhdistaminen 
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Männyn juurista löytyi runsaasti endofyyttisieniä  

ITS-sekvenssien perusteella sienet kuuluivat 14 eri sukuun, 
joista suurin osa ns. DSE-sieniin (dark septate endophytes)  
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• Terveyttä metsästä 2008-2011 (EAKR) 
• BIOAKT, Pirkanmaan verkostopohjainen bio-osaamislaboratorio 

2012-2013 (EAKR) 
• Bioaktiiviset yhdisteet osana tulevaisuuden biotaloutta, 2012-2016 

(Luke) 
• BIOSTEP - Luonnosta lääkeaihioita 2014 (EAKR) 
• FORLEAP-Metsäbiomassan sivuvirroista uusia tuotteita 2015-2018 

(EAKR) 
• Yhteistyökumppanit:  
Luke: dos.Pekka Saranpää (puun kemia ja ominaisuudet) 
TaY, Lääketiet. laitos: prof. Hannu Uusitalo (Silmälääketiede), FT Ulla Aapola, 
TaY, Lääketiet. laitos: prof. Eeva Moilanen (Immunofarmakologia), LT Katriina Vuolteenaho 
HY: prof. Kristiina Wähälä (org. kemia, lääkeainekemia) 
TTY: prof. Robert Franzén (org. kemia, lääkeaine- ja luonnonaineiden synteesi)  
TTY: prof. Matti Karp (teollinen biotekniikka) 
Fundación Medina, Espanja, Dr. Jesús Martín 
 

Endofyyttisienet ja bioaktiiviset yhdisteet  
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Uuttaminen ja esitestaus 

Tytti Sarjala 

Sienirihmaston viljely maljalla 

Solukon jauhaminen ja uuttaminen  

Esitestaukset, 
antioksidatiiviset ominaisuudet 

 (tot. fenolit, FRAP, ORAC 
 H2O2 scavenging) 

 
Testaukset solumalleilla ja 
biosensoreilla (TaY, TTY) 
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BIOAKT-hanke (EAKR): TaY:n solumallit biotestaukseen 

• Immunofarmakologia, prof. Eeva Moilanen, LT Katriina 
Vuolteenaho 
– Immortalisoitu ihmisen rustosolulinja 
– Nivelrikko, rustosolukko 
– Uutteiden vaikutus  
MMP entsyymiaktiivisuuteen 
 
 

• Silmälääketiede, prof. Hannu Uusitalo, FT Ulla Aapola 
– Silmän verkkokalvon pigmenttiepiteelisoluviljelmät (RPE), 

kokeellinen silmän ikärappeumamalli 
– RPE-solut, fagosytoosi 
– Sarveiskalvon haavanparanemismalli 

13.4
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BIOAKT-hanke: Testaukset mikrobipohjaisilla 
biosensoreilla   
DI Jenni Tienaho, Prof. Matti Karp, Prof. Robert Franzen, TTY 

• Bakteerisensoreina käytettiin geneettisesti modifioituja Escherichia coli –bakteereja. 
Toinen kanta on muokattu siten, että se tuottaa valoa oksidatiivisten aineiden läsnä 
ollessa ja toinen bakteerin perimää eli DNA:ta vaurioittavien aineiden läsnä ollessa.  
E. coli DPD2511 – Oksidatiiviset ja antioksidatiiviset ominaisuudet 
E.coli DPD2794 –DNA:ta vaurioittavat tekijät 
Alustavat tulokset osoittavat, että endofyyttisienistä on mahdollista löytää runsaasti 
bioaktiivisia yhdisteitä, joiden jatkotutkimuksiin kannattaa panostaa. 
Fundación Medina, Granada, jatkotestaukset ja kemialliset analyysit kolmen sienikannan 
bioaktiivisista fraktioista  
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J.Tienaho, T.Sarjala, R.Franzén, M.Karp 2015. Method with high-throughput 
screening potential for antioxidative substances using Escherichia coli 
biosensor katG’::lux. Journal of Microbiological Methods 118:78-80. 
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Sieniuutteen fraktiointi prep. HPLC:llä 

Fraktioiden bioaktiivisuuden esitestaus H2O2 SCAV-testillä ja jatkotestaus 
solumallitesteillä (TaY, TTY). 
Fraktioiden kemiallisen rakenteen selvitys, HY, kemian laitos (K.Wähälä, 
E.León-Denegri, R.Wufu). 

aktiivinen 
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Mitä seuraavaksi?  

Tytti Sarjala 

Datafile Name:strata-x-1-D-NO3-AghAQ_F110614_D250614_3 ml_F4.lcd
Sample Name:strata-x-1-D-NO3-AghAQ_F110614_D250614_3 ml_fr4
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Fungus D Extract 

F4-15.12.14 
(no bioactivity) 

0.3 mg 

F5-15.12.14 
(bioactive) 

0.5 mg 

F6 -15.12.14 
(bioactive) 

0.5 mg 

F7 -15.12.14 
(bioactive) 

0.5 mg 

F8-15.12.14  
(no bioactive) 

0.6 mg 

Seuraava vaihe bioaktiivisten komponenttien identifioinnin jälkeen on 
pyrkiä mahdollisuuksien mukaan joko syntetisoimaan niitä tai puhdistaa 
riittävässä määrin, jotta voidaan testata bioaktiivisia ominaisuuksia 
puhtailla yhdisteillä. 
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Sienten lääkeyhdisteiden tai niiden johtoyhdisteiden 
tunnistamisen ja hyödyntämisen hyvät ja huonot 
uutiset 

• Endofyyttien kohdalla suuret mahdollisuudet löytää aivan uusia 
yhdisteitä, joilla erilainen vaikutusmekanismi verrattuna aiempiin 
lääkeyhdisteisiin 

• Suuri osa endofyyteistä vielä löytämättä/tunnistamatta, eli niissä on 
olemassa valtava tutkimaton potentiaali 

• Suot ovat suurelta osin tutkimaton kasvuympäristö endofyyttisienten 
osalta  

• Lääkesienten kohdalla tutkimus on keskittynyt muutamaan 
viljeltävään lajiin 

• Sienten bioaktiivisten yhdisteiden solumalleilla toteutettuja ja 
eläinkokeita tehty paljon, mutta kliinisiä tutkimuksia on vain vähän 

• Endofyyttien osalta raaka-aineen saanti hankalaa. Biotekniset 
ratkaisut voivat soveltua joissakin tapauksissa luonnosta löytyneen 
yhdisteen tuottamiseen muunnelluilla organismeilla bioreaktoreissa 

Tytti Sarjala 
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Kiitos! 
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Endofyytit

Endofyytit ovat mikro-organismeja, kuten bakteereita tai sieniä, jotka elävät kasvisolukoissa vahingoittamatta niitä.

Voivat elää kasvissa oireettomasti tai ovat jopa latentteja patogeeneja tai lepotilassa olevia saprofyyttejä (Schueffler & Anke 2011)  

Endofyytit voivat stimuloida kasvua, lisätä tautiresistenssiä, parantaa ympäristöstressien sietokykyä. Endofyytit edesauttavat puuvartisten kasvien ekologista  sopeutumista (Newcombe 2011).  
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Suurin osa sieniendofyyteistä on edelleen tutkimatta, niitä ei ole edes löydetty saati kuvattu. Arviot lajien mahdollisesta kokonaismäärästä globaalisti vaihtelevat suuresti (0,5-1,3 milj.) riippuen tarkastelutavasta.

Esim. lauhkean vyöhykkeen 1000:sta puulajista sieniendofyyttejä on tutkittu vain noin 10%:sta  (Unterseher 2011) puulajeja. Niissäkin tarkastelu on keskittynyt versoissa eläviin lajeihin.

  

Endofyytit muodostavat laajan ja monimuotoisen ryhmän, josta suurin osa on edelleen tunnistamatta 



Kasvien endofyyteistä suurin osa on vielä löytymättä
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Monien endofyyttisienten tiedetään sisältävän bioaktiivisia yhdisteitä, joilla on sytotoksisia, kasvaimien kasvua ehkäiseviä, antimikrobisia, anti-oksidatiivisia ja tulehdusta estäviä vaikutuksia (Strobel ym. 2004). 

Eräässä kokooma-artikkelissa tarkastelluista  endofyyttisienistä eristetyistä yhdisteistä yli 50% osoittautui uusiksi, ennen tuntemattomiksi (Gutierrez et al. 2012).

Vuosina 2000-2007 endofyyteistä →  yli 100 uutta bioaktiivista luonnonainetta. Vuosina 2008-2009 → yhtä paljon uusia löydöksiä (Aly et al. 2010)

antimikrobisia, sytotoksisia, antiparasiittisia, hermosoluja suojaavia yhdisteitä 

Isäntäkasvin ja endofyytin välinen vuorovaikutus tulisi tuntea perusteellisemmin molekyylitasolla, jotta sekundäärimetaboliittien tuottoa olisi mahdollista optimoida laboratorio-olosuhteissa.





Endofyyttien bioaktiiviset yhdisteet
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Jesterone 

Cryptocandin A,  

Muutamia esimerkkejä sienten tuottamista bioaktiivisista yhdisteistä ja lääkeaineista





cephalosporin C



cyclosporin A



lovastatin

Uusista lajeista löytyy usein myös uusia yhdisteitä, esim. 8 eri Hypoxylon-endofyyttilajin tutkiminen tuotti 50 uutta biologisesti aktiivista yhdistettä  (Dr. Frank Surup, Helmholz Center for Infection Research, Department Microbial Drugs)
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Olimme kiinnostuneita männynjuurten yhteydessä elävien endofyyttisienten antioksidatiivisista ym. ominaisuuksista. Onko niillä vaikutusta puiden elinkykyyn ja menestymiseen vaativilla kasvupaikoilla?







13.4.2016

6

 











 Ojitusalueiden mäntyjen endofyytit
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Sienten puhdasviljelmien eristäminen männynjuurista













Sieniviljelmät agarmaljoilla







PCR ITS1/ITS4 sequencing







8-vuotiaat männyt

Juurten puhdistaminen
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Männyn juurista löytyi runsaasti endofyyttisieniä 











ITS-sekvenssien perusteella sienet kuuluivat 14 eri sukuun, joista suurin osa ns. DSE-sieniin (dark septate endophytes) 
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Terveyttä metsästä 2008-2011 (EAKR)

BIOAKT, Pirkanmaan verkostopohjainen bio-osaamislaboratorio 2012-2013 (EAKR)

Bioaktiiviset yhdisteet osana tulevaisuuden biotaloutta, 2012-2016 (Luke)

BIOSTEP - Luonnosta lääkeaihioita 2014 (EAKR)

FORLEAP-Metsäbiomassan sivuvirroista uusia tuotteita 2015-2018 (EAKR)

Yhteistyökumppanit: 

Luke: dos.Pekka Saranpää (puun kemia ja ominaisuudet)

TaY, Lääketiet. laitos: prof. Hannu Uusitalo (Silmälääketiede), FT Ulla Aapola,

TaY, Lääketiet. laitos: prof. Eeva Moilanen (Immunofarmakologia), LT Katriina Vuolteenaho

HY: prof. Kristiina Wähälä (org. kemia, lääkeainekemia)

TTY: prof. Robert Franzén (org. kemia, lääkeaine- ja luonnonaineiden synteesi) 

TTY: prof. Matti Karp (teollinen biotekniikka)

Fundación Medina, Espanja, Dr. Jesús Martín











Endofyyttisienet ja bioaktiiviset yhdisteet 
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Uuttaminen ja esitestaus

Tytti Sarjala



Sienirihmaston viljely maljalla

Solukon jauhaminen ja uuttaminen 



Esitestaukset,

antioksidatiiviset ominaisuudet
 (tot. fenolit, FRAP, ORAC

 H2O2 scavenging)




Testaukset solumalleilla ja biosensoreilla (TaY, TTY)
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BIOAKT-hanke (EAKR): TaY:n solumallit biotestaukseen

Immunofarmakologia, prof. Eeva Moilanen, LT Katriina Vuolteenaho

Immortalisoitu ihmisen rustosolulinja

Nivelrikko, rustosolukko

Uutteiden vaikutus 

MMP entsyymiaktiivisuuteen





Silmälääketiede, prof. Hannu Uusitalo, FT Ulla Aapola

Silmän verkkokalvon pigmenttiepiteelisoluviljelmät (RPE), kokeellinen silmän ikärappeumamalli

RPE-solut, fagosytoosi

Sarveiskalvon haavanparanemismalli
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BIOAKT-hanke: Testaukset mikrobipohjaisilla biosensoreilla  
DI Jenni Tienaho, Prof. Matti Karp, Prof. Robert Franzen, TTY

Bakteerisensoreina käytettiin geneettisesti modifioituja Escherichia coli –bakteereja. Toinen kanta on muokattu siten, että se tuottaa valoa oksidatiivisten aineiden läsnä ollessa ja toinen bakteerin perimää eli DNA:ta vaurioittavien aineiden läsnä ollessa. 

E. coli DPD2511 – Oksidatiiviset ja antioksidatiiviset ominaisuudet

E.coli DPD2794 –DNA:ta vaurioittavat tekijät

Alustavat tulokset osoittavat, että endofyyttisienistä on mahdollista löytää runsaasti bioaktiivisia yhdisteitä, joiden jatkotutkimuksiin kannattaa panostaa.

Fundación Medina, Granada, jatkotestaukset ja kemialliset analyysit kolmen sienikannan bioaktiivisista fraktioista 











J.Tienaho, T.Sarjala, R.Franzén, M.Karp 2015. Method with high-throughput screening potential for antioxidative substances using Escherichia coli biosensor katG’::lux. Journal of Microbiological Methods 118:78-80.
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Sieniuutteen fraktiointi prep. HPLC:llä







Fraktioiden bioaktiivisuuden esitestaus H2O2 SCAV-testillä ja jatkotestaus solumallitesteillä (TaY, TTY).

Fraktioiden kemiallisen rakenteen selvitys, HY, kemian laitos (K.Wähälä, E.León-Denegri, R.Wufu).







aktiivinen
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Mitä seuraavaksi? 

Tytti Sarjala







Seuraava vaihe bioaktiivisten komponenttien identifioinnin jälkeen on pyrkiä mahdollisuuksien mukaan joko syntetisoimaan niitä tai puhdistaa riittävässä määrin, jotta voidaan testata bioaktiivisia ominaisuuksia puhtailla yhdisteillä.
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Fungus D Extract





F4-15.12.14
(no bioactivity)
0.3 mg





F5-15.12.14
(bioactive)
0.5 mg





F6 -15.12.14
(bioactive)
0.5 mg





F7 -15.12.14
(bioactive)
0.5 mg





F8-15.12.14 
(no bioactive)
0.6 mg









































Sienten lääkeyhdisteiden tai niiden johtoyhdisteiden tunnistamisen ja hyödyntämisen hyvät ja huonot uutiset

Endofyyttien kohdalla suuret mahdollisuudet löytää aivan uusia yhdisteitä, joilla erilainen vaikutusmekanismi verrattuna aiempiin lääkeyhdisteisiin

Suuri osa endofyyteistä vielä löytämättä/tunnistamatta, eli niissä on olemassa valtava tutkimaton potentiaali

Suot ovat suurelta osin tutkimaton kasvuympäristö endofyyttisienten osalta 

Lääkesienten kohdalla tutkimus on keskittynyt muutamaan viljeltävään lajiin

Sienten bioaktiivisten yhdisteiden solumalleilla toteutettuja ja eläinkokeita tehty paljon, mutta kliinisiä tutkimuksia on vain vähän

Endofyyttien osalta raaka-aineen saanti hankalaa. Biotekniset ratkaisut voivat soveltua joissakin tapauksissa luonnosta löytyneen yhdisteen tuottamiseen muunnelluilla organismeilla bioreaktoreissa

Tytti Sarjala
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