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Teemanumero:
Kasvit lääkkeinä ja uusien 
lääkeaineiden lähteinä

Pääkirjoitus

Kasvit ovat toimineet vuosisatoja 
lääkkeinä ja uusien lääkeainei-
den lähteinä. Kasveista on löydetty 
viime vuosikymmeninä uuden-
tyyppisiä lääkeaineita esimerkiksi 
syövän hoitoon. Viimeisimpänä 

edistysaskeleena on onnistuttu tuottamaan suun-
nitellusti ja kontrolloidusti terapeuttisesti aktiivi-
sia yhdisteitä kasveissa ja  kasvisoluviljelmissä. Myös 
luonnonainetietokantoja on ryhdytty soveltamaan 
lääkekeksinnässä perinteisten yhdistetietokantojen 
rinnalla. Vaikka biologiset lääkkeet sekä solu- ja gee-
niterapiat valtaavat markkinoita esimerkiksi autoim-
muunisairauksien ja syövän hoidossa, kasveista 
voidaan siis yhä löytää uusia lääkeaineita. Myös bio-
logisia lääkeaineita (biopharmaceuticals) voidaan 
tuottaa kasveissa ja kasvisoluviljelmissä. Ensimmäi-
nen kasvisoluissa tuotettu biologinen lääke, taliglu-
seraasi alfa (Elelyson®), joka on tarkoitettu Gauche-
rin taudin hoitoon, tuli markkinoille vuonna 2012. 

Lääkekehityksen trendeistä ja uusista lääke-
aineista huolimatta perinteisten kasvirohdos-
valmisteiden käyttö on lisääntynyt länsimaissa. 
Monet kasvirohdosvalmisteiden käyttäjät tavoitte-
levat terveyttä edistäviä vaikutuksia ja hyvinvoin-
tia, mutta valmisteet saattavat myös olla tehokkaita 
joidenkin oireiden, esimerkiksi lievien masennus-
oireiden, hoidossa tai muun hoidon tukena. Kas-
virohdosvalmisteiden turvallisuusriskit tunnetaan 
kuitenkin varsin huonosti. Niillä saattaa olla mer-
kittäviä haittavaikutuksia tai yhteisvaikutuksia sa-
manaikaisesti käytettyjen lääkeaineiden kanssa ja 
ne saattavat sisältää jopa toksisia yhdisteitä. Koska 
kasvirohdosvalmisteita ja käyttötarkoituksia on 
lukemattomia, ei siis ole perusteita väittää, että 
kaikki kasvirohdosvalmisteet olisivat tehottomia 
tai että ne kaikki olisivat turvallisia. Luotettavaa 
tutkimustietoa ja koulutusta tarvitaan lisää.

Kaikkiaan kasvirohdosvalmisteita on käsitelty 
varsin vähän suomalaisilla terveydenhuollon am-
mattilaisten foorumeilla. Luotettavaa, näyttöön 
perustuvaa tietoa kasvirohdoksista ja niiden vaiku-
tuksista on niukasti saatavilla. Tästä syystä Suomen 
Farmakologiyhdistys, Suomen Kliinisen Farmako-
logian Yhdistys ja Suomen toksikologiyhdistys jär-
jestivät 23.–24.4.2015 kasvirohdosten tehoon, tur-
vallisuuteen ja viranomaisvalvontaan keskittyvän 
tieteellisen symposiumin. Tavoitteena oli, että yh-
distysten lääketutkimuksessa ja -kehityksessä sekä 
lääke- ja elintarvikevalvonnassa työskentelevät jä-
senet voisivat päivittää rohdosvalmistetietouttaan. 
Symposiumin yhteenvedossa todettiin, että myös 
muut terveydenhuollon ammattilaiset, erityisesti 
kliinikkolääkärit sekä farmaseutit ja proviisorit, 
tarvitsevat enemmän tietoa kasvirohdosvalmis-
teista. Dosiksen toimituskunta päätti koota tee-
manumeron kasvirohdosvalmisteiden ja kasveissa 
tuotettujen lääkeaineiden ympärille. Teemanume-
ron kirjoittajiksi kutsuttiin sekä symposiumin pu-
hujia että kasvibiotekniikan tutkijoita. 

→Markus Forsberg 
FaT, professori (farmakologia)
Puheenjohtaja, Suomen Farmakologiyhdistys ry 
Itä-Suomen yliopisto, farmasian laitos 
PL 1627 
70211 Kuopio 
 
→Anneli Ritala-Nurmi 
FaT, farmaseuttisen biologian dosentti 
Johtava tutkija 
VTT Oy 
PL 1000, Tietotie 2 
02044-VTT, Espoo 
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Kasvirohdosvalmisteiden 
ja luonnonlääkkeiden 
käyttöön liittyvät riskit

Luonnollinen on haitatonta ja turval
lista”, näinhän kuulee luonnonlääk-

keistä (Suomessa virallisesti: kasvirohdosval-
misteista) usein puhuttavan ja mainostettavan. 
Lausuma ei pidä paikkaansa. Ensinnäkin, kasvi-
valmisteet tai kasveista peräisin olevat yhdisteet, 
joilla on tai on ollut aikoinaan riittävä hyöty–
haitta-suhde, pyritään ottamaan käyttöön tai on 
jo käytetty hyväksi uusien lääkeaineiden kehit-
tämisessä. Muutama esimerkki auttanee muis-
tamaan kasviperäisten lääkeaineiden merkityk-
sen lääkehoidossa: morfiini, atropiini, kofeiini ja 
muut metyyliksantiinit, efedriini, ergotalkaloidit, 
monet syöpälääkkeet. Näin varsin suuri osa nykyi-
sestä lääkearsenaalistamme on jossain määrin vie-
läkin peräisin tai johdettu kasveista. Jäljellä olevat 
perinteiset kasvirohdosvalmisteet ovat useimmi-
ten farmakologisesti ja terapeuttisesti ”mietoja” ja 
yleensä myös toksikologisesti hyväksyttäviä, mikä 
ei kuitenkaan poissulje haittojen mahdollisuutta. 
Sisältäväthän monet jatkuvasti käytössä olevat kas-
virohdosvalmisteet pieniä määriä hyvinkin toksisia 
aineita, kuten  pyrrolitsidiinialkaloidit (lasiokar-
piini, riddelliini), estragoli, pulegoni, kversetiini. 
Esimerkiksi fenkolivalmisteet sisältävät estragolia 
ja piparminttuvalmisteet pulegonia.

PÄÄKIRJOITUS

Kasvirohdosvalmisteiden 
turvallisuuteen vaikuttavia 
tekijöitä

Vaikka valtaosa kasvirohdoksista on turvallisia 
tavanomaisessa käytössä, useat tekijät vaikutta-
vat niiden turvallisuuteen (Taulukko 1). Monet kas-
virohdosten käyttöön liittyvät ongelmat johtuvat 
kasvirohdosvalmisteiden puuttuvasta tai puut-
teellisesta ennakkotarkastuksesta, hyväksymisme-
nettelystä ja jälkivalvonnasta, vaikka esimerkiksi 
Euroopan unioni on työskennellyt jo pari vuosi-
kymmentä tilanteen parantamiseksi (ks. seuraava 
sivu). Ongelmien taustalla on usein kasvirohdosval-
misteiden luonne: ne sisältävät lukuisia yhdisteitä 
vaihtelevissa määrissä, ja lisäksi monet yhdisteet 
ovat rakenteeltaan hyvin monimutkaisia ja tietä-
mys niiden vaikutuksista on varsin vajavaista. Valta-
osa lääkkeistä sisältää yhtä vaikuttavaa lääkeainetta, 
joten käytännössä kaikki prekliiniset ja toksikologi-
set menetelmät on kehitetty yksittäisille aineille, ja 
niiden soveltuvuus monimutkaisten seosten tutki-
mukseen ei ole useinkaan selvää. 

Tutkimusten puutteellisuus ja usein huono laa-
tu ovat luonnollisesti sekä tehon että turvallisuu-
den arvioinnin kannalta suuri ongelma. Lisäksi 
tämä ongelma kulminoituu hyöty–haitta-suhteen 
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arvioinnissa. Koska tiedot varsinkin perinteisten 
kasvirohdosten mahdollisista hyödyistä ja hai-
toista perustuvat ainoastaan kymmeniä vuosia 
jatkuneeseen käyttöön ja siitä saatuihin epämää-
räisiin kokemuksiin eivätkä tieteelliseen tutki-
musnäyttöön, hyödyn ja haitan määrittely on 
hankalaa. Viivästyneen toksisuuden tai esimer-
kiksi karsinogeenisuuden arvioinnissa pitkäkään 
perinne ei takaa turvallisuutta. 

Kasvirohdosvalmisteiden 
virallinen hyväksyminen 
Euroopan unionissa

Kasvirohdosvalmisteet sisällytettiin Euroopan uni-
onin lääkelainsäädäntöön vuonna 2001. Perinteiset 
kasvirohdosvalmisteet voidaan rekisteröidä ilman 
tieteellistä näyttöä, jos “valmiste on ollut ennen 
hakemuksen tekopäivää lääkkeenä käytössä yhtä-
jaksoisesti vähintään 30 vuoden ajan, josta vähin-
tään 15 vuotta Euroopan unionissa”, eikä ole perus-
teltua syytä epäillä, että niistä olisi haittaa. Myös 

Taulukko 1. Kasvirohdosvalmisteiden turvallisuuteen vaikuttavia tekijöitä

vakiintuneessa käytössä eli yli kymmenen vuotta 
EU:ssa olleet valmisteet voidaan hyväksyä varsin 
kevyellä tutkimusnäytöllä. Uusien kasvirohdoslääk-
keiden hakemuksilta vaaditaan yhtä laajat tutki-
mukset kuin muiltakin uusilta lääkkeiltä, esimerk-
kinä lääkekannabisvalmisteet.

Euroopan lääkeviraston (EMA) Kasvirohdosko-
mitea (engl. Committee on Herbal Medicinal Pro-
ducts, HMPC) on julkaissut kasvirohdosten arvi-
ointia varten prekliinisen ja kliinisen arvioinnin 
ohjeistot ja eräitä muita ohjeistoja (esimerkiksi 
farmaseuttista laatua koskevat ohjeistot), joilla on 
merkitystä toksisuusarvioinneissa. Käytännössä 
näiden ohjeistojen mukainen arviointi erityises-
ti toksisuuden osalta toteutuu vajavaisesti, koska 
lähes kaikista valmisteista puuttuu tarvittavia 
tutkimuksia, tai sitten tutkimukset eivät ole heik-
kotasoisuutensa vuoksi luotettavia. 

Yleisempi lääketurvallisuuteen liittyvä ongelma 
on kasvirohdosvalmisteiden tuominen ravinto-
lisinä (”botanicals”) markkinoille, jolloin ne ovat 
elintarvikevalvonnan alaisia. Ravintolisiltä ei vaa-

Turvatekijä Edellytyksiä Ongelmia

Järkevä ja ohjeisiin 
perustuva kliininen käyttö

Vaatii tutkimusnäyttöön perustuvaa 
arviointia 

Arviointi vaihtelevaa eri maissa,
tutkimusnäyttö vajavaista

Yhteisvaikutusten tunnistaminen 
ja vaarallisten yhteisvaikutusten 
välttäminen

Asianmukaiset prekliiniset ja kliini-
set tutkimukset

Ko. tutkimusmenetelmien sovel-
tuvuus kasvirohdosvalmisteille 

Lähtöaineen oikea tunnistaminen ja 
merkitseminen

Vakiintuneet menetelmät olemassa; 
DNA-sormenjäljet uusimpana 
keinona

Lähtöaineen koostumus vaihtelee 
ja sen standardisointi ongelmallista

Laatukontrolli valmistuksen kaikissa 
vaiheissa

GMP, SOPit, Euroopan 
farmakopea ( jos olemassa)

Väärentäminen, kontaminantit, 
tahallisesti lisätyt varsinaiset lääke
aineet (tehon parantamiseksi)

Potentiaalisesti toksisten kompo-
nenttien tunnistaminen

Koostumuksen tutkimiseen ole-
massa hyvät menetelmät (LC-MS-
analytiikka)

Vaihtelevat pitoisuudet, 
väärentäminen, kontaminantit

Toksikologinen riskinarvio Kattava testi- ja tutkimusohjeisto Riittämätön ja huonolaatuinen 
tutkimusnäyttö

GMP hyvät valmistuskäytännöt (engl. Good Manufacturing Practice)
SOP vakioidut toimintaohjeet (engl. Standard Operating Procedure)
LC-MS nestekromatografia-massaspektrometria (engl. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)
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dita teho- tai perinnenäyttöä eikä myyntiin tuloa 
edeltävää laadunvalvontaa. Kuluttajan kannalta 
voi olla pulmallista, jos lääkepakkauksen näköiset 
purkit ja pullot sisältävät pillereitä ja uutteita, joi-
den koostumusta ei ole selvitetty. 

Kliininen turvallisuus ja 
haittavaikutukset

Potilas ei useinkaan ilmoita hoitavalle lääkärille 
käyttämiään kasvirohdosvalmisteita ja voi myös lai-
minlyödä varsinaisen lääkehoidon turvautuessaan 
rohdosvalmisteeseen. Molemmat tilanteet voivat 
johtaa hankaliin seuraamuksiin joko yhteisvaiku-
tusten kautta tai lääkkeillä hoidettavissa olevan sai-
rauden pahenemisena. Kasvirohdosvalmisteiden 
yhteisvaikutukset varsinaisten lääkkeiden kanssa 
ovatkin laajalti tunnistettu potentiaalinen haitta. 
Esimerkiksi mäkikuismavalmisteiden aiheutta-
mien lääkeyhteisvaikutusten vuoksi niiden myynti 
on Suomessa rajattu apteekkeihin. Kasvirohdosval-
misteiden järjestelmällinen turvallisuusseuranta 
on vielä varsin nuorta, ja sen vuoksi käytön aikana 
ilmenneet haitat ovat vieläkin spontaanisti ilmoi-
tettuja tapauksia tai tapaussarjoja, joiden merkityk-
sen tieteellinen arviointi on vaikeaa. Viime vuosien 
aikana erityisesti maksahaittoja on yhdistetty joi-
hinkin kasvirohdosvalmisteisiin, esimerkiksi tähkä-
kimikki-, pelargonia- ja keltamovalmisteisiin.

Päätelmät

Kasvirohdokset ovat lääkkeiden ”harmaalla alu-
eella”: lain mukaan lääkeaineita, mutta tehon ja 
turvallisuuden näyttövaatimusten suhteen usein 
lähempänä kasviperäisiä ravintolisiä. Vaikka kas-
virohdosvalmisteita pidetään yleensä turvallisina, 
monet esimerkit osoittavat, että tämä ei pidä paik-
kaansa. Kasvirohdosvalmisteiden toksisuudesta ja 
haittavaikutuksista tarvitaan systemaattista ja kat-
tavaa kartoitusta luotettavilla menetelmillä, mutta 
tällä hetkellä ei ole olemassa yksimielisyyttä käy-
tännön keinoista.

Kirjallisuus

Kirjoittaja on hyödyntänyt aikaisemmin Tabu- ja Sic!-
lehtiin kirjoittamiaan artikkeleita:
Pelkonen O, Törrönen A: Kasvirohdosvalmisteiden 
turvallisuus. Tabu 6: 23–25, 2008

Pelkonen O: Kasvirohdosvalmisteiden yhteisvaiku-
tukset muiden lääkkeiden kanssa. Sic! Lääketietoa 
Fimeasta 1/2011. Saatavilla Internetissä: www.fimea.fi

Pelkonen O: Kasvirohdosvalmisteiden toksikologi-
an arviointi Euroopan lääkevirastossa. Sic! Lääke
tietoa Fimeasta 3/2013. Saatavilla Internetissä: 
www.fimea.fi

Lisämateriaalia

Kattava katsaus kasvirohdosvalmisteisiin ja yleensä 
luonnonlääkkeisiin myös koko maailman tasolla 
löytyy Science-lehden supplementeista The Art and 
Science of Traditional Medicine joulukuussa 2014 
(www.sciencemag.org/content/346/6216/1569.4.s
ummary) ja tammikuussa 2015 (www.sciencemag.
org/content/347/6219/337.3.summary).

Kirjoittaja oli vastuussa yhdessä professori Pierre 
Duez’in kanssa artikkelisarjan toksikologiaosuu-
desta: Williamson EM, Chan K, Xu Q, Nachtergael 
A, Bunel V, Zhang L, Ouedraogo M, Nortier J, Qu F, 
Shaw D, Liu X, Stévigny C, Kahumba J, Pelkonen O, 
Duez P. Evaluating the safety of herbal medicines: 
Integrated toxicological approaches. Science 347: 
47–49, 2015

→Olavi Pelkonen
farmakologian professori (emeritus)
Oulun yliopisto, biolääketieteen tutkimusyksikkö
farmakologian ja toksikologian laitos
olavi.pelkonen@oulu.fi
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→Eeva Sofia Leinonen
LT, sisätautien erikoislääkäri
yilääkäri
Lääkealan turvallisuus- ja kehittämiskeskus Fimea
eeva.s.leinonen@fimea.fi

Kasvirohdosvalmisteiden 
viranomaisvalvonta 
EU:ssa ja Suomessa

Tiivistelmä

Kasvirohdosvalmisteen myyntilupa edellyttää vastaavaa näyttöä kuin minkä tahansa lääkevalmisteen. Niin 
sanotut perinteiset kasvirohdosvalmisteet, joita on käytetty lääkkeenä vähintään 30 vuotta, voivat kuiten-
kin päästä markkinoille yksinkertaistetun rekisteröintimenettelyn kautta, jossa tieteellistä näyttöä valmis-
teen tehosta ei vaadita. Laadunvalvonnan osalta vaatimukset ovat samat kaikille lääkevalmisteille, myös 
perinteisille kasvirohdosvalmisteille.

Kansalliset viranomaiset arvioivat kasvirohdosvalmisteet myyntilupa- ja rekisteröintihakemuksessa 
esitetyn kliinisen ja ei-kliinisen näytön, laadun ja perinnenäytön perusteella. Euroopan tasolla kasviroh-
dosvalmisteiden yleisempää arviointia tehdään Euroopan lääkeviranomaisen kasvirohdosvalmistekomi-
teassa, jonka linjaukset ja ohjeistot auttavat kansallisia viranomaisia näiden päätöksenteossa ja helpotta-
vat harmonisointia eri EU-maiden välillä. Yksittäisen valmisteen arviointi on viime kädessä kansallinen 
asia ja riippuu myös paikallisesta lääketieteellisestä käytännöstä ja kansallisista ohjeistoista. Katsaus pyr-
kii antamaan lukijalle käsityksen kasvirohdosvalmisteille asetettavista vaatimuksista ja niitä arvioivasta 
viranomaisjärjestelmästä Suomessa ja Euroopassa. 

Avainsanat: Rohdoskasvi, kasvirohdosvalmiste, perinteinen kasvirohdosvalmiste, kasvirohdosvalmisteko-
mitea, myyntilupa, rekisteröinti
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Johdanto
Lääkekasveja on käytetty eri puolilla maailmaa 
tuhansia vuosia, arkeologisten löydösten valossa 
ilmeisesti jo paleoliittisella kaudella. Kiinasta ja 
Intiasta on tietoa lääkekasveista ja niiden käy-
töstä vuosituhansilta ennen ajanlaskumme alkua. 
Euroopassa ensimmäiset kirjalliset tietolähteet yrt-
tilääkinnästä ovat antiikin ajan Kreikasta. Pitkään 
käyttöperinteeseen nähden lääkkeiden – myös kas-
viperäisten – viranomaisvalvonta on uutta. Lääke-
tieteen kehityksen myötä lääkkeiden valmistus siir-
tyi rohdoskasvien kasvatuksesta kotipuutarhoissa ja 
luostareissa apteekkeihin ja lääketehtaisiin. Samalla 
on ymmärretty tarve suojella potilaita mahdolli-
silta hoidon haitoilta arvioimalla lääkkeiden laa-
tua, tehoa ja turvallisuutta.

Nykyisen 1960-luvulta alkaen kehitetyn Eu-
roopan unionin lääkeviranomaisjärjestelmän 
päämääränä on kansanterveys (Airaksinen ja Kar-
hulahti 1994).  Lääkkeiden arvioinnissa yleisesti 
arvioidaan lääkkeiden teho- ja turvallisuusnäyt-
töä sekä laatua (Lääkelaki 395/1987, Direktiivi 
2001/83/EY, Direktiivi 2004/24/EY). Meillä pit-
kään käytössä olleille perinteisille kasvirohdos-
valmisteille, joilla ei ole tieteellistä tehonäyttöä, 
on kuitenkin haluttu säilyttää paikka Euroopan 
lääkevalikoimassa.  Tämän vuoksi niitä varten on 
säädetty erillinen yksinkertaistettu rekisteröin-
timenettely, jossa tieteellistä näyttöä valmisteen 
tehosta ei vaadita. Laatua ja valmistusta koske-
vat vaatimukset ovat kuitenkin niille samat kuin 
muillekin lääkkeille. Muut kasvirohdosvalmisteet 
kuin ns. perinteiset kasvirohdosvalmisteet saavat 
myyntiluvan samojen periaatteiden nojalla/mu-
kaisesti kuin lääkevalmisteet yleensäkin.

Suurin osa kaupan olevista rohdoksista valmis-
tetuista valmisteista ei ole sairauden hoitoon tai 
ehkäisyyn tarkoitettuja lääkevalmisteita, vaan 
elimistön normaalia toimintaa tukemaan tarkoi-
tettuja ravintolisiä tai esimerkiksi ns. luontais-
kosmetiikkaa. Kasvirohdoksista valmistettuja ra-
vintolisiä on Suomessa kaupan tuhansia, kun taas 
kasvirohdoslääkkeitä vain muutamia kymmeniä. 
Ravintolisät kuuluvat elintarviketurvallisuusvi-
rasto Eviran ja kunnallisten elintarvikevalvonta-
viranomaisten valvontaan. Luontaiskosmetiikkaa 
valvoo Turvallisuus- ja kemikaalivirasto (Tukes). 
Kasvirohdoksista valmistettuja valmisteita voi 
olla myös sosiaali- ja terveysalan lupa- ja valvon-
tavirasto Valviran valvomissa lääkinnällisissä lait-

teissa, esimerkkinä kuusenpihkaa sisältävä pih-
kasalva. Samasta kasvista lähtöisin olevia aineita 
voi olla lääkkeissä, ravintolisissä ja tavallisissa 
elintarvikkeissa: määrä, koostumus ja käyttöaihe 
ratkaisevat. Tässä artikkelissa käsitellään lääke-
valmisteiden valvontaa.

Millainen kasvi, sellainen 
tuote? Ei nyt niinkään

Lainsäädännön mukaan kasvirohdosvalmiste on 
lääkevalmiste, joka sisältää vaikuttavina aineina 
yhtä tai useampaa kasviperäistä ainetta, yhtä 
tai useampaa kasvirohdostuotetta taikka niiden 
yhdistelmiä (Lääkelaki 395/1987). 

Kasviperäisillä aineilla tarkoitetaan kuivattuja 
tai tuoreita kokonaisia tai pilkottuja kasveja tai 
kasvin osia (kuten kukka, verso, lehti, juuri, sie-
men), leviä, sieniä tai jäkäliä, joita ei ole prosessoi-
tu (Lääkelaki 395/1987). Kun kasviperäistä ainetta 
käsitellään esimerkiksi uuttamalla, tislaamalla, 
puristamalla, fraktioimalla, puhdistamalla, kon-
sentroimalla tai käymisen avulla, siitä tulee kasvi-
rohdostuote.  Esimerkkejä kasvirohdostuotteista 
ovat hienoksi paloitellut tai jauhetut kasviperäi-
set aineet, tinktuurat, uutteet, haihtuvat öljyt, 
puristetut mehut ja käsitellyt kasvinesteet.

Kasveissa on lukuisia eri yhdisteitä, ja monesti 
ei ole tiedossa, millä niistä on mahdollisia lääk-
keellisiä vaikutuksia tai mitkä niistä ovat hai-
tallisia. Tämän vuoksi aina ei pystytä tekemään 
tavanomaisia farmakokineettisiä ja -dynaamisia 
tutkimuksia. Muutenkin kasvirohdosvalmistei-
den arvioinnissa on monia erityiskysymyksiä, jot-
ka poikkeavat tavallisesta lääkearvioinnista.

Samasta lähtökasvista, vaikkapa rohtovirma-
juuresta, on mahdollista valmistaa erilaisia kasvi-
rohdostuotteita, ja lopulta erilaisia kasvirohdos-
valmisteita. On selvää, että esimerkiksi jauhettua 
rohtovirmajuurta sisältävässä valmisteessa on eri 
verran bioaktiivisia yhdisteitä kuin rohtovirma-
juuren etanoliuutetta sisältävissä valmisteissa.  
Määrä riippuu sekä kasvirohdostuotteesta että 
sen pitoisuudesta valmisteessa. Käyttäjän saa-
ma määrä riippuu myös annoksesta, ja käyttäjän 
altistus ja lääkevaikutukset taas bioaktiivisten 
yhdisteiden farmakokinetiikasta ja -dynamiikas-
ta. Farmaseuttiset valmistusmenetelmät voivat 
myös muuttaa kasvin sisältämien yhdisteiden 
määrän suhdetta, ja osa yhdisteistä voi puuttua 
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valmisteesta, jos ne vaikkapa jäävät uuttumatta. 
Samasta kasvista tehdyn valmisteen tietoja ei voi 
siis soveltaa toiseen eri tavoin valmistettuun kas-
virohdosvalmisteeseen, vaan kukin kasvirohdos-
valmiste arvioidaan myyntilupa- tai rekisteröinti-
vaiheessa erikseen.

Unionissa unelmana harmonia

Kasviperäisten valmisteiden käyttö on Euroo-
pan maissa perinteisesti kirjavaa. Lääkäreillä kas-
virohdosvalmisteiden käyttöperinne on vahva 
esimerkiksi saksankielisissä maissa, osassa Etelä-
Eurooppaa ja Itä-Euroopassa, kun taas esimerkiksi 
Pohjoismaissa lääkärit määräävät kasvirohdosval-
misteita potilaille melko vähän. Myös itsehoito-
valmisteiden käytön yleisyys vaihtelee: eri maissa 
markkinoilla olevat valmisteet ovat erilaisia ja nii-
den lukumäärässä on monikymmenkertaisia eroja 
maiden välillä. Kansallisten regulaatioprosessien 
rinnalla toimii Euroopan lääkeviranomaisen viran-
omaisjärjestelmä.

Lääkedirektiivillä 2001/83/EY säädettiin, että 
kasvirohdoslääkkeet on muiden lääkevalmistei-
den tavoin valmistettava hyviä tuotantotapoja 
(Good Manufacturing Practices, GMP) koskevi-
en perusperiaatteiden ja ohjeistojen mukaisesti. 
Lääkedirektiivi määrittää myös lääkevalmisteilta 
myyntilupaan vaadittavat teho- ja turvallisuus-
tutkimukset. 

Se, kuinka laajaa tutkimusnäyttöä lääkeval-
misteelta vaaditaan myyntilupaan, riippuu siitä, 
onko kysymyksessä uusi lääke vai vähintään 10 
vuotta markkinoilla ollut vakiintuneessa lääkin-
nällisessä käytössä oleva lääke (well-established 
use, WEU). Uusilta lääkevalmisteilta vaaditaan 
ns. täydellinen hakemus. Lääkevalmisteelle on 
silloin tehty laajat toksikologiset, farmakologiset 
ja kliiniset tutkimukset, joiden tulokset osoitta-
vat valmisteen hyödyn olevan haittoja suurempi 
niissä käyttöaiheissa ja siinä potilasryhmässä, jota 
myyntilupahakemus koskee. Säädökset koskevat 
myös uusia kasvirohdosvalmisteita.

Vakiintuneeseen käyttöön perustuvassa myyn-
tilupahakemuksessa riittää tieteellisestä kirjalli-
suudesta löytyvä näyttö tehosta ja turvallisuudes-
ta (Lääkelaki 395/1987). Vakiintuneeseen käyttöön 
perustuvaan myyntilupaan kasvirohdosvalmis-
teelle edellytetään samat teho-, turvallisuus- ja 
laatuvaatimukset kuin muilla lääkevalmisteilla, 

jotka saavat myyntiluvan vakiintuneen käytön 
perusteella.

Perinteisiä kasvirohdosvalmisteita käsittelevä 
direktiivi 2004/24/EY määrittelee yllämainittu-
jen uusien lääkevalmisteiden ja vakiintuneeseen 
käyttöön perustuvien lääkevalmisteiden lisäk-
si ns. perinteisen kasvirohdosvalmisteen ja sitä 
koskevat vaatimukset.  Perinteiset kasvirohdos-
valmisteet ovat olleet käytössä lääkkeenä yhtäjak-
soisesti vähintään 30 vuotta, josta minimissään 15 
vuotta ainakin yhdessä EU-alueen maassa. Suo-
men kansallinen lääkelainsäädäntö on yhdenmu-
kainen yllämainittujen Euroopan unionin direk-
tiivien kanssa.

Perinteinen kasvirohdos­
valmiste on erityistapaus

Täydellisellä ja vakiintuneeseen näyttöön perus-
tuvalla lääkevalmisteella on siis samat myynti-
lupavaatimukset riippumatta siitä, onko vaikut-
tava aine kasviperäinen aine tai kasvirohdostuote 
vai jokin muu lääkeaine (Direktiivi 2004/24/EY). 
Sen sijaan perinteisille kasvirohdosvalmisteille on 
direktiivissä 2004/24/EY kuvattu kriteerit, joiden 
perusteella ne voidaan saattaa kauppaan yksinker-
taistetulla rekisteröintimenettelyllä tavanomaisen 
myyntilupamenettelyn sijasta  (Kuva 1).

Perinteisiltä kasvirohdosvalmisteilta ei vaadita 
tieteellistä näyttöä tehosta, ja vaatimukset tur-
vallisuuden osoittamisesta ovat rajalliset. Lain 
mukaan perinteisten kasvirohdosvalmisteiden 
teho on uskottava (”plausible”) niiden pitkään 
jatkuneen käytön perusteella. Lisäksi pitkän 
käyttöhistorian katsotaan takaavan riittävän tur-
vallisuustason. Karsinogeenisyyden poissulkemi-
seksi vaaditaan kuitenkin Amesin testi (bakteeri-
mutageenisuustesti, jonka avulla voidaan mitata 
aineiden kyky aiheuttaa DNA-vaurio). Perinteis-
ten kasvirohdosvalmisteiden on sovittava itse-
hoitoon: käyttöaiheen täytyy olla sellainen, ettei 
diagnostiikassa ja hoidon seurannassa tarvita lää-
käriä. Perinteiset kasvirohdosvalmisteet ovat joko 
suun kautta tai inhalaationa otettavia tai ne on 
tarkoitettu pelkästään ulkoiseen käyttöön. Ylei-
sesti nämä valmisteet on tarkoitettu lyhytaikai-
seen käyttöön.

Vaatimus vähintään 30 vuoden yhtäjaksoises-
ti lääkekäyttöhistoriasta, josta ainakin 15 vuotta 
EU-alueella, ei tarkoita sitä, että perinteen perus-
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teeksi riittäisi mikä vain samasta kasvista tehty 
valmiste. Rekisteröintihakemuksessa on osoitet-
tava, että juuri kyseinen valmiste tai vastaava val-
miste täyttää nämä aikavaatimukset. Vastaavassa 
valmisteessa on oltava samat vaikuttavat aineet, 
riippumatta käytetyistä apuaineista, sama tai sa-
mankaltainen käyttöaihe, sama vahvuus ja annos-
tus sekä sama tai samankaltainen antoreitti kuin 
hakemuksen kohteena olevalla lääkevalmisteella. 
Laki sallii kuitenkin, että valmisteen sisältämän 
vaikuttavan aineen määrää on vähennetty, tai että 
esimerkiksi yhdistelmävalmisteesta on poistettu 
jokin aikoinaan mukana ollut vaikuttava aine.

Sen sijaan laatua ja valmistusta koskevia vaati-
muksia ei ole mitenkään kevennetty, vaan samat 
kriteerit kuin muita lääkevalmisteita koskevat 

Hyvät viljely- ja keräystavat (GACP)

Samat 
vaatimukset 
myynti
luvallisille 
ja rekiste-
röidyille 
valmisteille

Voidaan 
korvata 
HMPC- 
monografialla 
tai yhteisö
luettelolla

Koskee sekä 
myynti
luvallisia 
että rekiste
röityjä

Hyvät tuotantotavat (GMP)

Laatu

Uudet tutkimukset

Uudet tutkimukset

Kirjallisuus

Kirjallisuus

Turvallisuus

Teho

Potilasinformaatio, merkitseminen, markkinointi

Lääketurvatoiminta

Asiantuntijalausunto
Kirjallisuus

Uudet tutkimukset

Perinteinen käyttö

WEUUusi Perinteinen

RekisteröintiMyyntilupa

Lääkevalmiste (kasvirohdosvalmiste)

HMPC-monografia: Kasvi
rohdosvalmistekomitean laatima 
valmisteyhteenvedon kaltainen 
teksti.

Yhteisöluettelo: Sisältää 
Euroopan komission hyväksymät 
valmisteyhteenvetopohjat tietyille  
rekisteröitäville perinteisille kasvi-
rohdosvalmisteille.

Molemmissa tapauksissa 
tekstipohjan tietoja täydennetään 
valmistekohtaisilla tiedoilla (kaup-
panimi, koostumus, lääkemuoto, 
muut farmaseuttiset tiedot).

WEU: Well-established use; 
vakiintunut lääkkeellinen käyttö.

(Kuvan lähde: Koski S. Moni
muotoinen kasvirohdoslääke. 
SIC! 2/2011.)

myös perinteisiä kasvirohdosvalmisteita. Kasvi-
rohdosvalmisteiden laadun arvioinnissa on luon-
nollisesti monia erityispiirteitä, jotka liittyvät 
muun muassa kasvien alkuperään, käsittelyyn ja 
säilytykseen. Oman lisänsä arviointiin tuo se, että 
kasveissa on yhden yhdisteen sijasta sadoittain 
erilaisia yhdisteitä, ja vain osassa tapauksista on 
tiedossa, mitkä kasvin yhdisteistä tai yhdisteryh-
mistä mahdollisesti aiheuttavat lääkkeellisiä vai-
kutuksia tai haittoja. Jos valmisteen tieteellinen 
näyttö riittää myyntilupaan, sitä ei voi perinne-
vaatimuksen täyttyessäkään rekisteröidä yksin-
kertaistetun menettelyn kautta, sillä myyntilupa-
menettely on laissa ensisijainen.

Voi ihmetellä, miksi Euroopassa on päädytty 
hyväksymään lääkevalmisteiksi perinteisiä kasvi-

Kuva 1. Kasvirohdosvalmistetyypit sekä niiden myyntilupa- ja rekisteröintivaatimukset.
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rohdosvalmisteita, joiden tehosta ei ole tieteel-
lisesti pätevää näyttöä, ja joiden turvallisuus on 
osoitettu paljon heikommin kuin muiden lääke-
valmisteiden. Yhtenä syynä lienee vahva perinne 
käyttää näitä lääkkeitä esimerkiksi saksankielisis-
sä maissa sekä Etelä- ja Itä-Euroopassa.  

Kansallinen ja eurooppalainen 
viranomaisyhteistyö

Lääkevalmisteelle voidaan hakea myyntilupaa 
(uudet ja vakiintuneeseen käyttöön perustuvat 
valmisteet) tai rekisteröintiä (perinteiset kasvi-
rohdosvalmisteet) kansallisen menettelyn kautta 
yhden maan lääkeviranomaiselta. Toinen menet-
telytapa on hakea yhdessä maassa jo hyväksytyn 
valmisteen lupaa laajennettavaksi useampaan EU-
maahan niin sanotulla tunnustamismenettelyllä. 
Kolmanneksi lupaa voidaan hakea samanaikai-
sesti useaan EU-maahan niin sanotulla hajaute-
tulla menettelyllä (Lääkelaki 395/1987, Direktiivi 
2001/83/EY, Direktiivi 2004/24/EY). Lopuksi ole-
massa on vielä keskitetty menettely, jossa myyn-
tilupaa haetaan samanaikaisesti koko EU-alu-
eelle. Keskitetty menettely on poikkeustapauksia 
lukuun ottamatta mahdollinen vain uusille lääke-
valmisteille, eikä käytännössä ole vielä koskenut 
kasvirohdosvalmisteita. Suurin osa meillä kaupan 
olevista kasvirohdosvalmisteista ja perinteisistä 
kasvirohdosvalmisteista on tullut Suomeen kan-
sallisen hakemuksen perusteella. Kaikissa tapa-
uksissa kussakin hakemusmenettelyssä mukana 
olevassa jäsenmaassa myyntilupa- tai rekisteröin-
tihakemusta on arvioimassa sekä kliininen arvioit-
sija että laatuarvioitsija. 

Kansallisen arvioinnin tueksi ja yhdenmukais-
tamiseksi perustettiin 1980-luvulla Euroopan lää-
keviranomaisen ihmislääkekomitean yhteyteen 
kasvirohdosvalmistetyöryhmä, jonka pohjalta 
muodostettiin erillinen kasvirohdosvalmisteko-
mitea vuonna 2004 (Committee on Herbal Me-
dicinal Products, HMPC). Komiteassa on edustus 
kaikista unionin jäsenmaista, ja mukana on sekä 
kliinisiä että kasvirohdosvalmisteiden laadun asi-
antuntijoita. Komitean suomalaisjäsen on tällä 
hetkellä tämän artikkelin kirjoittaja ja varajäsen 
erikoistutkija Sari Koski Fimeasta. Lisäksi komi-
teaan kuuluu erityisasiantuntijajäseniä, joista 
toksikologiasiantuntija on suomalainen farma-
kologian emeritusprofessori Olavi Pelkonen vielä 

tämän vuoden ajan. Komitea ei suoraan käsittele 
kasvirohdosvalmisteiden yksittäisiä hakemuksia, 
vaan toimii Euroopan tason asiantuntijaelimenä 
kansallisten virastojen tukena.

Kasvirohdosvalmistekomitean 
työsarka

HMPC laatii ohjeistoja tukemaan kasvirohdosval-
misteiden arviointia jäsenmaissa sekä ohjeeksi kas-
virohdosvalmisteita valmistaville yrityksille.  Komi-
tea tekee kasvirohdosasioissa yhteistyötä Euroopan 
lääkeviranomaisen muiden komiteoiden ja työ-
ryhmien sekä Euroopan farmakopeatyöryhmän, 
Euroopan elintarviketurvallisuusvirasto EFSA:n ja 
muun muassa potilasjärjestöjen kanssa. Komitean 
perustamisvaiheessa kartoitettiin Euroopan unio-
nin alueella käytössä olevia kasvirohdosvalmisteita, 
ja laadittiin tällä perusteella luettelo kasveista, joi-
den osalta tarvitaan yhteistä arviota harmonisoin-
nin pohjaksi. Listalla olevista kasveista on toistai-
seksi arvioitu yli 160 kasvia. 

Arvioinnin perusteella on tähän mennessä hy-
väksytty 136 Euroopan unionin kasvimonografiaa, 
jotka toimivat mallina jäsenmaille niiden sisältä-
mien valmisteiden valmisteyhteenvedon pohjaksi. 
Tämän ansiosta yksittäisen jäsenmaan ei tarvitse 
joka hakemuksen kohdalla erikseen arvioida käyt-
töaiheita, annostelua, kohderyhmää, riskejä jne., 
vaan voi tukeutua olemassa olevaan arviointiin 
ja monografiatekstiin. Kansallisesti on kuitenkin 
harkinnanvaraa, ja eri maat soveltavatkin mono-
grafioita hiukan eri tavoin kunkin maan hoitota-
pojen ja perinteiden mukaisesti.  Monografia ei 
myöskään sido sellaista jäsenmaata, joka on kasvi-
rohdosvalmistekomiteassa jättänyt siihen eriävän 
mielipiteen. 

Lisäksi direktiivissä 2004/24/EY määrättiin laa-
dittavaksi perinteisiä kasvirohdosvalmisteita kos-
keva yhteisöluettelo, johon lisättävät valmisteet 
katsotaan turvallisiksi ja itsehoitoon soveltuviksi. 
HMPC:n arvioinnin pohjalta yhteisöluetteloon 
on lisätty kahdestatoista eri lähtökasvista tehtyjä 
valmisteita. Yhteisöluettelo on jäsenmaita sitova: 
jos valmiste kuuluu yhteisöluetteloon, se riittää 
perinteen ja turvallisuuden sekä uskottavan te-
hon osoittamiseen ja valmiste kuuluu yksinker-
taistetun rekisteröinnin piiriin. Laatu täytyy aina 
arvioida valmistekohtaisesti. Lisäksi on arvioitu 15 
kasvia, joista valmistettujen rohdosvalmisteiden 
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Harmonia on etäinen haave

Monissa Euroopan maissa on myyntiluvallisina 
kasvirohdosvalmisteita, jotka eivät ajanmukaisen 
tieteellisen tiedon valossa kuitenkaan ole tehok-
kaita. Hyvä esimerkki tällaisista valmisteista ovat 
neidonhiuspuuvalmisteet. Neidonhiuspuuta on 
käytetty rohdoskasvina jo useita tuhansia vuo-
sia.   Muinaisessa Kiinassa sen käyttöaiheita oli-
vat mm. astma ja muut keuhkosairaudet. Nämä 
indikaatiot ovat jääneet historiaan. Muutamissa 
EU-maissa neidonhiuspuuvalmisteita käytetään 
dementialääkkeinä. Tieteellinen näyttö ei puolla 
tätä. Useiden kansainvälisten neurologiyhdistys-
ten, mukaan lukien Euroopan neurologiyhdistys, 
arvioinnin mukaan neidonhiuspuuvalmisteet eivät 
auta dementiassa. Suomessa neidonhiuspuuvalmi-
steita on rekisteröity perinteisinä kasvirohdosval-
misteina lievien ääreisverenkiertohäiriöiden hoi-
toon, josta on perinnenäyttö.

Euroopan tason arviointi auttaa kansallisia lää-
keviranomaisia ja vähentää paikallista työtä. Toi-
saalta on perusteltua, että kukin maa voi arvioida 
valmisteiden käyttöä oman maan hoitokäytän-
nön kannalta. Lain tarkoitus ei ole pakkosyöttää 
kaikkiin EU-maihin jonkin yksittäisen maan pai-
kallista perinnettä. Yhdenmukaista käyttöä edel-
lyttäviä yhteisöluettelomerkintöjä onkin pystytty 
sopimaan vain harvoista kasveista. 

Myyntilupa- ja rekisteröintihakemuksissa ote-
taan huomioon valmisteen kansanterveydellinen 
merkitys juuri siinä maassa, johon lupaa haetaan. 
Tähän asti melkein kaikki hakemukset ovat olleet 
maakohtaisia. Jatkossa yhä useammin rekiste-
röintiä tai myyntilupaa haetaan useaan maahan 
samanaikaisesti, ja maiden välistä neuvottelua 
tarvitaan entistä enemmän.

SUMMARY

Regulation of herbal medicinal 
products in the EU and in Finland
Requirements for marketing authorisation of a 
herbal medicinal product are similar to the require-
ments for any medicinal product. However, the so-
called traditional herbal medicinal products with 
a history of medicinal use of at least 30 years can 
be approved by a simplified registration procedure 

osalta ei voitu näytön puutteessa laatia yhteisö-
luettelomerkintää eikä kasvimonografiaa, vaan ai-
noastaan julkinen lausunto.

Valmiit monografiat, yhteisöluettelomerkinnät 
ja julkiset lausunnot löytyvät Euroopan lääkeviran-
omaisen sivuilta (ks. kirjallisuusluettelo). Lisäksi 
valmistelussa olevat arvioinnit ovat ennen hyväk-
symistä julkisesti saatavilla ja kommentoitavina. 
Saatujen kommenttien perusteella tehdään usein 
muutoksia lopullisiin dokumentteihin. Tiedot 
lasten ja nuorten käyttöön sopiviksi arvioiduista 
kasvirohdosvalmisteista on myös koottu yhteen 
Euroopan lääkeviranomaisen sivustolle (ks. kirjal-
lisuusluettelo).

Tulevaisuuden haasteita

Kasvirohdosvalmistekomitea on tähän asti arvi-
oinut Euroopassa käytössä olleita kasvirohdos-
valmisteita. Vuosien kuluessa kuitenkin vähitel-
len lisääntyy niiden valmisteiden määrä, jotka ovat 
peräisin muualta – kuten Kiinasta tai Intiasta – ja 
ovat olleet jossain EU-maassa käytössä vähintään 
15 vuotta. EU:n ulkopuolelta tulevien kasvirohdos-
valmisteiden hakemusten odotetaan lisääntyvän 
tulevina vuosina. Niiden arviointi on vaativaa, sillä 
kasvilajin tunnistuksesta tai lähtökasvien alkupe-
rästä alkaen menetelmät ja laatuvaatimukset ovat 
erilaisia eri puolella maapalloa. Myös perinteisen 
kiinalaisen hoidon tai intialaisen Ayurveda-hoidon 
näkemykset terveydestä ja sairaudesta poikkeavat 
paljon länsimaisesta.

Perinteisesti käytössä olleiden kasvirohdos-
valmisteiden tehosta ja turvallisuudesta saadaan 
usein lisää tietoa tapausselostusten, haittatapahtu-
maraportoinnin tai tieteellisten tutkimusten myö-
tä. Esimerkiksi mäkikuismavalmisteiden todis-
tettu teho masennuslääkkeinä ja toisaalta niiden 
laajat yhteisvaikutukset muiden lääkkeiden kanssa 
sekä muut haitat ovat selvinneet vasta 2000-luvun 
taitteessa, vaikka itse lääkekasvia on käytetty an-
tiikin ajoilta alkaen. Tämän vuoksi aiemmin Suo-
messakin vapaasti ruokakaupoissa saatavilla olleet 
mäkikuismavalmisteet ovat nykyään myyntiluval-
lisia lääkevalmisteita ja myynnissä vain apteekissa. 
Tutkimustiedon karttuessa aiempia kasvirohdos-
valmistekomitean arviointeja ja niihin perustuvia 
monografioita ja yhteisöluettelomerkintöjä päivi-
tetään. Jatkossa tämä työ lisääntyy. 
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that does not require scientific demonstration of 
efficacy. Quality requirements are similar for all 
medicinal products including traditional herbal 
medicinal products.

National authorities assess marketing authori-
zation and registration applications of herbal 
medicinal products based on clinical and preclini-
cal data, quality, and demonstration of tradition. 
The Committee on Herbal Medicinal Products 
(HMPC) of the European Medicines Agency (EMA) 
is responsible for general assessment of herbal me-
dicinal products. The guidelines and assessments 
by HMPC help national authorities in their deci-
sion-making and facilitate harmonisation between 
EU countries. Assessment of individual herbal me-
dicinal products is ultimately a national issue and 
depends on local medical practice and national 
guidelines. This review aims to describe the na-
tional and European regulation of herbal medici-
nal products and the requirements for their regis-
tration or authorisation as medicinal products.

Keywords:  Medicinal plant, herbal medicinal 
product, traditional herbal medicinal product, 
Committee on Herbal Medicinal Products, mar-
keting authorisation, registration
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Tiivistelmä
Euroopan farmakopea (Ph.Eur.) on Euroopan neuvoston julkaisema normikokoelma, joka sisältää sitovat 
laatuvaatimukset lääkeaineille, apuaineille ja lääkevalmisteille. Farmakopea on toimivaltaisen viranomai-
sen (Suomessa Lääkealan turvallisuus- ja kehittämiskeskus Fimea) vahvistama, ja sitä tarvitsevat toimin-
nassaan lääketeollisuus, lääketukkukaupat, apteekit ja lääkevalvontaviranomaiset. Myös kasvirohdokset, 
kasvirohdostuotteet ja kasvirohdosvalmisteet kuuluvat farmakopean soveltamisalaan.  Tämä katsaus joh-
dattelee lukijaa ymmärtämään Euroopan farmakopean laatuvaatimusten merkityksen Euroopan lääkeval-
vonnassa ja perehdyttää erityisesti Ph.Eur.:n käyttöä kasvirohdosten, kasvirohdostuotteiden ja -valmistei-
den näkökulmasta.

Avainsanat: Euroopan farmakopea, kasvirohdosvalmisteet, yleiset standardit, sitovat laatuvaatimukset

Johdanto
Euroopan farmakopeatoiminta on ollut kiinteä osa 
Euroopan lääkevalvontaa jo yli 50 vuoden ajan. Far-
makopeatoiminnalla pyritään edistämään kansan-
terveyttä, helpottamaan lääkkeiden vapaata liik-
kuvuutta Euroopassa, varmistamaan Euroopasta 
vietyjen ja sinne tuotujen lääkkeiden laatu sekä 
tuottamaan tarkoituksenmukaisia tekstejä sidos-
ryhmien tarpeisiin (The European Directorate for 
the Quality of Medicines & HealthCare EDQM 
2015). 

Tällä hetkellä Euroopan farmakopean valmiste-
lua koskevan yleissopimuksen on allekirjoittanut 
jo 37 maata sekä Euroopan unioni (EU). Lisäksi Eu-
roopan farmakopeakomissiolla on 27 tarkkailijaa, 
joihin kuuluu Euroopan maiden ja WHO:n edus-
tajien lisäksi myös Euroopan ulkopuolisten mai-

den edustajia (The European Directorate for the 
Quality of Medicines & HealthCare EDQM 2015). 
Suomi on ollut farmakopeatyössä mukana jo nel-
jä vuosikymmentä, ensin tarkkailija vuodesta 1975 
lähtien ja täysjäsenenä vuodesta 1982 lähtien (Salo 
ja Sinivuo 2013). 

Yhteistyö EU:n lääkevalvontaviranomaisten ja 
Euroopan farmakopean välillä on lisääntynyt. Sa-
malla farmakopean merkitys on kasvanut EU:n 
lääkevalvonnassa, erityisesti myyntilupa- ja rekis-
teröintimenettelyissä. Tämä katsaus johdattelee 
lukijaa ymmärtämään Euroopan farmakopean 
laatuvaatimusten merkityksen Euroopan lääkeval-
vonnassa ja perehdyttää erityisesti Euroopan far-
makopean käyttöä kasvirohdosten, kasvirohdos-
tuotteiden ja -valmisteiden näkökulmasta. 
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Farmakopea koostuu kahdesta 
osasta ja täydennysosista 

Euroopan farmakopean voimassa oleva 8. painos 
(Ph.Eur., 8. painos) koostuu kahdesta osasta (tau-

lukko 1). Farmakopeaan tehdyt lisäykset ja muutok-
set julkaistaan kolme kertaa vuodessa ilmestyvissä 
täydennysosissa. 

Yleisohjeiden- ja testimenetelmien lisäksi far-
makopea sisältää pääasiassa yhtä ainetta, valmis-
tetta tai lääkemuotoa käsitteleviä standardeja, joita 
kutsutaan monografioiksi. Monografia sisältää 
•	 standardoitavan aineen, valmisteen tai lääke-

muodon tunnistetiedot
•	 valmistamiseen liittyvät vaatimukset
•	 kuvauksen ominaisuuksista
•	 testausmenetelmät ja hyväksymiskriteerit to-

teamiselle, puhtaudelle ja pitoisuudelle/teholle. 
•	 Monografia voi lisäksi sisältää suosituksia tai 

ohjeita säilytysolosuhteista ja merkitsemisistä. 
Kaikki kasvirohdos- ja kasvirohdostuotemono-

grafiat on sijoitettu osaan 1.

Euroopan farmakopean tekstit 
ovat pääsääntöisesti sitovia 

Euroopan farmakopeassa olevat tekstit ovat pääsään-
töisesti sitovia, ellei toisin mainita. Sitovuus perus-
tuu muun muassa Euroopan farmakopean valmiste-
lua koskevaan yleissopimukseen (1964) ja Euroopan 
unionin ihmis- ja eläinlääkkeitä koskeviin direktii-
veihin 2001/82/EY ja 2001/83/EY muutoksineen. 

Euroopan farmakopean ensimmäisen osan kap-
paleessa 1. Yleiset ohjeet (1. General Notices) anne-
taan farmakopean käyttäjille yleisohjeita, lähinnä 
tekstin lukemista, tulkintaa ja ymmärtämistä var-
ten. Kappale on sitova ja koskee kaikkia Euroopan 
farmakopean tekstejä ja monografioita. Kappa-
leissa 2–5 julkaistut analyysimenetelmät ja muut 
yleistekstit ovat käyttäjille ohjeellisia/suosituksia/
tiedoksi, mutta muuttuvat sitoviksi, jos näihin 
kappaleisiin viitataan farmakopean sitovassa osas-
sa, esimerkiksi yksittäisestä ainemonografiasta. 

Euroopan farmakopean yleismonografiat kat-
tavat tiettyjä tuoteryhmiä, esimerkiksi lääkeval-
misteet, kasvirohdokset, kasvirohdostuotteet, lää-
kemuotomonografiat. Yleismonografiat koskevat 
pääsääntöisesti ryhmänsä jokaista tuotetta riip-
pumatta siitä, onko tuotteelle yksilöllinen tuote- 
tai ainemonografia. Yleismonografiaa sovelletaan 

sellaisenaan, jos aine- tai tuotemonografiaa ei ole, 
tai yhdessä aine- tai tuotemonografian kanssa, jos 
sellainen on, ellei toisin mainita. Yleismonografi-
at ja yksittäiset aine- ja/tai tuotemonografiat ovat 
toisiaan täydentäviä, ja niitä sovellettaessa on otet-
tava huomioon myös tuotteen valmistusprosessi. 

Kaikki Euroopan farmakopeassa olevat mono-
grafiat – niin yleis-, tuote- kuin ainemonografiat 
– ovat sitovia, ellei monografiassa toisin mainita. 

Farmakopean valmistelu 
on viranomaisen ja 
asiantuntijoiden yhteistyötä

Euroopan farmakopean valmistelutyötä koordi-
noi Euroopan neuvoston lääkkeiden laatuasioista 
vastaava yksikkö (the European Directorate for 
the Quality of Medicines & HealthCare, EDQM), 
jolla on Strasbourgissa päätoiminen sihteeristö ja 
laboratorio. EDQM on läheisesti vuoropuhelussa 
Euroopan unionin (EU), Euroopan lääkevalvonta-
viraston (EMA) ja kansallisten lääkevalvontaviran-
omaisten kanssa. 

Tärkein päättävä elin on Euroopan farmakopea-
komissio, joka koostuu jäsenmaiden ja EU:n val-
tuuskunnista. Komissio muun muassa vahvistaa 
yleiset farmakopean laatimisperiaatteet, päättää 
valmisteluohjelman, hyväksyy valmiit tekstit ja te-
kee esityksen ajankohdiksi, jolloin hyväksytyt teks-
tit tulee saattaa voimaan jäsenmaissa. 

Monografioiden ja ohjeiden varsinainen valmis-
telutyö tehdään komission nimittämissä asian-
tuntija- ja työryhmissä sekä jäsenmaiden labora-
torioissa. Asiantuntijatyöryhmiä on 19 ja erilaisia 
työryhmiä yli 50. Asiantuntijat näissä ryhmissä 
ovat yliopisto- tai tutkimuslaitosten tutkijoita, lää-
keteollisuuden asiantuntijoita tai lääkevalvontavi-
ranomaisten edustajia. 

Uusien ja päivitettävien monografioiden valmis-
telutyö käynnistyy asiantuntija- ja työryhmissä, kun 
farmakopeakomissio on hyväksynyt valmistelutyön 
aloituspyynnön. Tarve uuden monografian valmis-
telulle voi tulla monelta taholta, mutta käytännös-
sä työ aloitetaan vain niille vaikuttaville aineille tai 
lopputuotteille, joilla on vähintään yksi voimas-
sa oleva myyntilupa jossain Ph.Eur.-jäsenmaassa. 
Näissä tapauksissa pyyntö uuden monografian val-
mistelemiseksi tulee yleensä Euroopan lääkeviras-
tosta (EMA) tai Ph.Eur.:n jäsenvaltion kansalliselta 
farmakopeaviranomaiselta. Uuden yleistekstin val-
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Taulukko 1. Euroopan farmakopea koostuu kahdesta osasta ja täydennysosista 

Ph.Eur. osa 1 Ph.Eur. osa 2

- Yleiskappaleet, sisältäen mm. 
•	 Kappale 1. Yleiset ohjeet/periaatteet 
•	 Kappale 2. Analyysimenetelmät 
•	 Kappale 3. Pakkausmateriaalit ja niihin 

käytettävät raaka-aineet
•	 Kappale 4. Reagenssit
•	 Kappale 5. Spesifiset yleistekstit, mm. mikro-

biologiasta, liuotinjäämistä, epäpuhtauksista, 
referenssistandardeista jne.

- Yleismonografiat (useille eri tuoteryhmille) 
- Lääkemuotomonografiat 
- Seuraavat valmistemonografiat: 

•	 ihmis- ja eläinrokotteet
•	 ihmis- ja eläinimmunoseerumit
•	 radioaktiiviset lääkevalmisteet
•	 ommellangat ihmisille ja eläimille 
•	 homeopaattiset valmisteet

- Kaikki kasvirohdos- ja kasvirohdostuote
monografiat

- Kaikki muut yksittäiset ainemonografiat 
aakkosjärjestyksessä

Euroopan farmakopean täydennysosat (supplementit)

- Voimassa olevaan painokseen tehdyt lisäykset/muutokset/poistot
- Julkaistaan 3 kertaa vuodessa
- 1.7.2015 alkaen ovat voimassa täydennysosat 8.1–8.5

mistelutarve voi nousta esimerkiksi asiantuntija- tai 
työryhmien toimesta, mutta ehdotus voi tulla myös 
sidosryhmiltä tai EDQM:ltä. 

Euroopan farmakopeassa jo olemassa olevia 
yleistekstejä ja monografioita myös päivitetään 
säännöllisesti. Päivityksissä otetaan huomioon 
muutokset markkinoilla olevissa tuotteissa ja tie-
teen edistyminen. 

Asiantuntijaryhmien tuottamat tekstiehdotuk-
set – niin uudet kuin olemassa olevien tekstien päi-
vitykset – julkaistaan Pharmeuropa Online -julkai-
sussa, jolloin myös sidosryhmillä on mahdollisuus 
päästä vaikuttamaan/kommentoimaan valmisteil-
la olevan tekstin sisältöä. Sidosryhmien lausunnot 
toimitetaan tiettyyn kommentointiaikaan men-
nessä oman jäsenmaan farmakopeaviranomaiselle, 
joka toimittaa ne eteenpäin EDQM:ään. Suomessa 
kommentit lähetetään Fimeaan (fimeapharmaco-
poeia@fimea.fi). Saatujen kommenttien perusteel-

la korjattu teksti hyväksytään lopulta Euroopan 
farmakopeakomissiossa, jonka jälkeen se  julkais-
taan farmakopeassa. 

Monografioita 
kasvirohdoksille ja 
kasvirohdostuotteille

Kasvirohdosten ja kasvirohdostuotteiden mono-
grafiat ovat olleet alusta alkaen mukana Euroo-
pan farmakopean valmistelutyössä (Koski ja Salo 
2014). Monografioiden valmistelu oli aluksi melko 
vähäistä, mutta jokaisen uuden painoksen tullessa 
voimaan sekä kasvirohdoksille että kasvirohdos-
tuotteille on julkaistu lisää uusia monografioita 
(taulukko 2). Euroopan farmakopean nykyisessä 8. 
painoksessa oli vuoden 2015 alussa noin 190 kasvi-
rohdosmonografiaa ja noin 90 kasvirohdostuote-
monografiaa.
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Taulukko 2. Kasvirohdos- ja kasvirohdostuote-
monografiat Euroopan farmakopeassa 
(Wierer 2012,  Ph.Eur., 8. painos).

Taulukko 3. Euroopan farmakopean (Ph.Eur.) 
kasvirohdosasiantuntijaryhmät ja -työryhmät

Taulukko 4. Euroopan farmakopeassa ja EU-lääkesäädöksissä esitettyjen 
termien ja määritelmien vertailu (epäviralliset määritelmäkäännökset).

Ph. Eur. painos Kasvirohdos
monografiat (n)

Kasvirohdostuote-
monografiat (n)

1. painos voimaan 
1969

12 5

2. painos voimaan 
1981

14 6

3. painos voimaan 
1997

41 13

4. painos voimaan 
2001

84 25

5. painos voimaan 
2004

105 40

6. painos voimaan 
2007

123 61

7. painos voimaan 
2010

> 162 
(syksy 2012)

> 75 
(syksy 2012)

8. painos voimaan 
2014

188 (8.1.2015 
mennessä)

86 (8.1.2015 
mennessä)

Kasvirohdoksia ja kasvirohdostuotteita koskevia 
monografioita ja analyysimenetelmiä koskeva valmistelutyö 
tehdään pääsääntöisesti seitsemässä asiantuntija- ja 
työryhmässä (taulukko 3).

Asiantuntijaryhmä

13A Fytokemia A (Phytochemistry A)

13B Fytokemia B (Phytochemistry B)

Työryhmä

EXT Uutteet (Extracts)

MQH Kasvirohdosten mikrobiologinen laatu
(Microbiological quality of herbal drugs)

PST Kasvinsuojeluaineet kasvirohdoksissa
(Pesticides in herbal drugs)

TCM Perinteiset kiinalaiset lääkkeet
(Traditional Chinese Medicines)

WXT Uutteiden valmistukseen käytetty vesi
(Water for the preparation of extracts)

Termit Määritelmä

Ph. Eur. Direktiivi 2004/24/EY

herbal drug kasvirohdos herbal 
substance

kasviperäinen aine pääasiassa kokonaiset, palaset tai paloitellut kasvit, 
kasvinosat, levät, sienet ja jäkälät, käsittelemättö-
minä eli yleensä kuivattuina mutta toisinaan myös 
tuoreina; tietyt kasvinesteet, joita ei ole erityisesti 
käsitelty, ovat myös kasvirohdoksia/kasviperäisiä 
aineita; määritellään täsmällisesti käyttäen 
kasvinosan nimeä sekä binomisen järjestelmän 
mukaista kasvitieteellistä nimeä

herbal drug 
preparation

kasvirohdos-
tuote

herbal 
preparation

kasvirohdostuote tuotteita, jotka on saatu käsittelemällä kasviroh-
doksia/kasviperäisiä aineita esimerkiksi uuttamalla, 
tislaamalla, puristamalla, fraktioimalla, puhdistamal-
la, konsentroimalla tai fermentoimalla; kasvirohdos
tuotteita ovat esimerkiksi hienoksi paloitellut tai 
jauhetut kasvirohdokset / kasviperäiset aineet, 
uutteet, haihtuvat öljyt, puristetut mehut ja käsitellyt 
kasvinesteet

herbal medi
cinal product 
/ traditional 
herbal medi
cinal product

kasvirohdos-
valmiste / 
perinteinen 
kasvirohdos-
valmiste

kaikki lääkevalmisteet, jotka sisältävät vaikuttavina 
aineina vain yhtä tai useampaa kasviperäistä ainet-
ta tai kasvirohdostuotetta tai niiden yhdistelmää 
/ perinteisessä kasvirohdosvalmisteessa voi olla 
mukana lisäksi vitamiineja tai kivennäisaineita, jos 
ne edistävät kasviperäisten vaikuttavien ainesosien 
vaikutusta
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Euroopan farmakopean ja 
EU-lainsäädännön termeissä 
pientä eroa

Euroopan farmakopean ja Euroopan lääkesää-
dösten termit poikkeavat toisistaan, mutta mää-
ritelmiltään ne ovat yhteneväiset (taulukko 4). Syy 
terminologian eroihin selittynee toisaalta farma-
kopean ja EU-lainsäädännön eriaikaisella synnyllä, 
mutta todennäköisesti myös erilaisella termino-
logialogiikalla. Kasvirohdosvalmisteita koskeva 
EU-lainsäädännön terminologia määriteltiin 
ensimmäisen kerran perinteisten kasvirohdosval-
misteiden direktiivissä 2004/24/EY. Termit raken-
tuvat muun muassa sanoihin ”substance” ja ”active 
substance”, joista muodostuu termi ”herbal sub-
stance”. Sen sijaan farmakopeassa käytettävät ter-
mit rakentunevat ainakin osittain vanhoissa kas-
virohdosvalmisteita koskevissa laatuohjeistoissa 
käytettyihin termeihin. 

Erityiset kasvirohdosten 
ja kasvirohdostuotteiden 
monografiat

Euroopan farmakopeaan on laadittu yleismono-
grafiat kasvirohdoksille (1433 Herbal drugs) ja kas-
virohdostuotteille (1434 Herbal drug preparations) 
sekä joillekin tietyntyyppisille kasvirohdostuot-
teille, kuten uutteille (0765 Herbal drug extracts), 
haihtuville öljyille (2098 Essential oils) ja rohdos-
teelle (1435 Herbal teas ja 2620 Herbal teas instant). 
Yleismonografioissa ryhmitellään yleiset laatuvaa-
timukset kasvirohdoksille ja tietyntyyppisille kas-
virohdostuotteille.

Kasvirohdoksia tai kasvirohdostuotteita kos-
kevat yleismonografiat koostuvat kutakin ryh-
mää koskevista määritelmistä sekä käsittelyyn ja 
valmistukseen liittyvistä tiedoista. Ne sisältävät 
yleisiä vaatimuksia toteamiseen ja puhtauden tut-
kimiseen sekä pitoisuuden määrittämiseen. Yleis-
monografioihin sisältyvät yleensä myös jonkinlai-
set säilytysohjeet.

Kasvirohdoksia ja kasvirohdostuotteita käsitte-
levät aine- ja tuotemonografiat koostuvat lyhyistä 
kappaleista, joissa kuvataan ensin monografian si-
sältämä kasvirohdos tai kasvirohdostuote. Samas-
ta rohdoskasvista voi Euroopan farmakopeassa 
olla useita monografioita: tuore tai kuivattu kas-

virohdos (esimerkiksi Vaccinium myrtillus L.; tuore 
ja kuivattu), eri kasvin osa (esimerkiksi Echinacea 
purpurea (L.) Moench; verso ja juuri) ja samasta 
kasvirohdoksesta valmistetut erilaiset kasviroh-
dostuotteet (esimerkiksi Valeriana officinalis, L.; 
pilkottu kasvirohdos, uutteet ja tinktuura).

Monografia sisältää laatuvaatimukset siten, että 
aluksi kuvataan kasvirohdos tai kasvirohdostuote, 
jota monografia koskee, mahdolliset valmistus- tai 
käsittelymenetelmät, pitoisuusrajat, toteamis-
menetelmät ja testit sekä kuvauksen pitoisuus-
määritykseen liittyvästä analyysimenetelmästä. 
Analyysimenetelmässä esitetään viittaus Euroo-
pan farmakopean yleisissä teksteissä esitettyyn 
analyysimenetelmään sekä spesifisempi kuvaus 
käytettävästä pitoisuusmääritysmenetelmästä. Pi-
toisuusmääritysmenetelmää koskeva kuvaus sisäl-
tää tiedot myös siinä käytettävistä vertailuaineis-
ta. Monografian sisältämät analyysimenetelmät 
ja vaatimukset ovat vähimmäisvaatimuksia. Jos 
syystä tai toisesta halutaan käyttää jotain muuta 
analyysimenetelmää, tulee osoittaa, että se on vä-
hintään farmakopeassa esitetyn menetelmän ta-
soinen.

Haasteelliset uutteet

Kasvirohdosuutteet (herbal drug extracts) jaetaan 
kolmeen ryhmään sen mukaan, tunnetaanko niiden 
terapeuttisen vaikutuksen aikaansaavia yhdisteitä 
tai yhdisteryhmiä vai ei (taulukko 5). Näitä tietoja 
tarvitaan, sillä erityyppiset uutteet valmistetaan ja 
analysoidaan tämän jaottelun mukaisesti.

Taulukon 5 mukaisen jaottelun lisäksi uutteet 
jaetaan vielä niiden fysikaalisen muotonsa puo-
lesta kiinteisiin, puolikiinteisiin (sakeat uutteet ja 
öljyhartsit) ja nestemäisiin uutteisiin (mukaan lu-
kien tinktuurat). Tämä jaottelu löytyy Euroopan 
farmakopean yleismonografiasta 0765 Herbal drug 
extracts. Siinä esitetään erityyppisten uutteiden 
määritelmät, valmistusta koskevat kuvaukset ja eri 
uutetyyppejä koskevat yleiset laatuvaatimukset. 
Valmistettavasta lopputuotteesta riippuu, millaista 
uutetta käytetään valmisteen vaikuttavana ainee-
na. Uutteista kannattaa muistaa erityisesti, että 
uutetta kokonaisuudessaan eli koko kasvirohdos-
tuotetta käsitellään kasvirohdosvalmisteen vaikut-
tavana aineena.
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Kasvirohdoksiin liittyviä 
erityisiä analyysimenetelmiä ja 
vaatimuksia
Erityisominaisuuksiensa vuoksi kasvirohdosten ja 
niistä valmistettujen kasvirohdostuotteiden epä-
puhtauksien analysoimiseksi tarvitaan muista 
lääkeaineryhmien menetelmistä poikkeavia ana-
lyysimenetelmiä ja epäpuhtausrajoja. Euroopan 
farmakopean farmakognosian menetelmiä kos-
keva Ph.Eur. kappale (2.8 Methods in pharmacog-
nosy) sisältää yli 20 erityistä kasvirohdoksille ja 
kasvirohdostuotteille soveltuvaa määritysmenetel-
mää. Näitä ovat esimerkiksi torjunta-ainejäämä- 
(2.8.13 Pestiside residues) ja aflatoksiinimenetelmät 
(2.8.18 Determination of aflatoxin B1 in herbal drugs) 
mukaan lukien kasvirohdosten näytteen ottoa 
ja valmistusta (2.8.20 Herbal drugs: sampling and 
sample preparation) koskeva teksti.

Farmakopean analyysimenetelmiä kuvaavan 
Ph.Eur. kappaleen 2. Methods of analysis rajakoe
osiossa (2.4 Limit tests) löytyy oma alakappale ras-
kasmetallien määrittämiseksi kasvirohdoksista ja 
rasvahapoista (2.4.27 Heavy metals in herbal drugs 
and fatty oils). Se sisältää kuvaukset raskasmetal-
lien määrittämiseen käytettävistä analyysimene-
telmistä ja menetelmiä koskevat validointivaa-
timukset. Mikrobiologista puhtautta koskevat 

laatuvaatimukset kasviperäisille lopputuotteille 
ja niiden valmistukseen käytettäville uutteille on 
esitetty yleiskappaleen 5.1 (General texts on micro-
biology) osassa 5.1.8 (Microbiological quality of herbal 
medicinal products for oral use and extracts used in 
their preparation). Kasvirohdoksille ei ole Euroopan 
farmakopeaan asetettu erillisiä mikrobiologisia 
vaatimuksia, vaan  myyntiluvan tai rekisteröinnin 
hakijan tulee asettaa ne   valmistekohtaisesti.

Perinteisen kiinalaisen 
lääkinnän rohdoksillekin 
monografioita

Vuonna 2005 EDQM:ssä päätettiin aloittaa mono-
grafioiden valmistelu myös perinteisille kiinalaisille 
kasvirohdoksille. Aluksi valmistelutyötä tehtiin 
asiantuntijaryhmissä 13A ja 13B, mutta erityisasi-
antuntemusta vaativan haasteellisen rohdosalu-
een monografiavalmistelu siirrettiin vuonna 2008 
tätä työtä varten perustetun TCM-työryhmän teh-
täväksi.

Perinteisten kiinalaisten kasvirohdosmono-
grafioiden valmistelulle erityisiä haasteita asettaa 
kasvirohdosten tunnistus ja vertailurohdosten 
saatavuus sekä nimistö ja kasvirohdosten erilaiset 
käsittelyt. Esimerkiksi Kiinan farmakopeassa jul-

Taulukko 5. Kasvirohdosuutteiden jaottelu mukaillen Ph.Eur. kappaletta 
5.23 Monographs on herbal drug extracts

Uutetyyppi Analysoitavat yhdisteet Natiiviuutteen määrä 
lopputuotteessa

Säätäminen

Standardoitu uute 
(standardised extract)

- esimerkiksi paatsamankuoriuute

Terapeuttinen vaikutus 
tunnetaan

- vakiopitoisuus

Vaihtelee 1) Apuaineita lisäämällä
2) Uute-eriä 

sekoittamalla

Vakioitu uute
(quantified extract)

- esimerkiksi neidonhiuspuunlehtiuute

Aktiivinen merkkiaine
- pitoisuusalue

Vakio Uute-eriä 
sekoittamalla

Muu uute
(other extracts)

- esimerkiksi rohtovirmajuuriuute

Analyyttinen merkkiaine
- vaihteleva

Vakio Säätäminen ei ole 
sallittua

natiiviuute = uute ennen sen säätöön käytettyjen 
apuaineiden lisäämistä

aktiivinen merkkiaine = yhdiste tai yhdisteryhmä, jonka 
tiedetään osallistuvan terapeuttisen vaikutuksen syntyyn 
mutta joka ei yksin saa aikaan terapeuttista vaikutusta; 

yleistä on, ettei kaikkia terapeuttisen vaikutuksen 
aikaansaavia yhdisteitä tai yhdisteryhmiä tunneta

analyyttinen merkkiaine = vain analysointitarkoituksessa 
käytettävä kasvirohdokselle ominainen yhdiste tai 
yhdisteryhmä
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Uutetyyppi Analysoitavat yhdisteet Natiiviuutteen määrä 
lopputuotteessa

Säätäminen

Standardoitu uute 
(standardised extract)

- esimerkiksi paatsamankuoriuute

Terapeuttinen vaikutus 
tunnetaan

- vakiopitoisuus

Vaihtelee 1) Apuaineita lisäämällä
2) Uute-eriä 

sekoittamalla

Vakioitu uute
(quantified extract)

- esimerkiksi neidonhiuspuunlehtiuute

Aktiivinen merkkiaine
- pitoisuusalue

Vakio Uute-eriä 
sekoittamalla

Muu uute
(other extracts)

- esimerkiksi rohtovirmajuuriuute

Analyyttinen merkkiaine
- vaihteleva

Vakio Säätäminen ei ole 
sallittua

kaistuja monografioita on vaikea sovittaa Euroopan 
farmakopeaan erityisesti sen vuoksi, että yhdestä 
kasvirohdoksesta on julkaistu Kiinan farmakopeas-
sa useita monografioita, jotka eroavat toisistaan 
kasvirohdoksen erilaisten käsittelyjen perusteella 
(esimerkiksi kuivattu, paahdettu, keitetty, karrelle 
poltettu, etikalla tai hunajalla käsitelty).

Tähän mennessä Euroopan farmakopeassa on 
julkaistu laatuvaatimukset yli 40 perinteiselle 
kiinalaiselle kasvirohdokselle. Monografioiden 
kasvirohdokset on listattu nimistön mukaisesti 
Euroopan farmakopean kappaleessa 5.22 Names 
of herbal drugs used in traditional Chinese medicine. 
Nimistöön on merkitty kunkin kasvirohdoksen 
nimi latinaksi ja englanniksi. Lisäksi listalta löyty-
vät kasvirohdosten pinyin-nimet ja kiinankielisin 
merkein kirjoitetut kasvinimet.

Euroopan farmakopean 
sertifiointimenettely, CEP 

Euroopan farmakopean sertifiointimenettelyn (Cer-
tification of Suitability to the Monographs of the 
European Pharmacopoeia, CEP) tarkoituksena on 
taata, että ihmis- tai eläinlääkkeiden valmistuksessa 
käytetyn aineen laatu voidaan varmistaa Euroopan 
farmakopean monografioissa esitetyin tutkimuksin 
(The European Directorate for the Quality of Medi-
cines & HealthCare EDQM 2015). Menettelyä sovel-
letaan aineille, joille Euroopan farmakopeakomissio 
on hyväksynyt aine- tai aineryhmäkohtaisen mono-
grafian. Sertifikaatti annetaan aineen valmistajalle 

tai valmistajan valtuuttamalle edustajalle. 
Aineelle voidaan hakea niin sanottua kemiallista 

sertifikaattia ja/tai TSE-sertifikaattia. Myös kasvi-
rohdoksille ja kasvirohdostuotteille on mahdollis-
ta hakea sertifikaattia. Vaatimukset sertifikaatti-
hakemukseen liitettävästä laatudokumentaatiosta 
löytyy EDQM:n verkkosivuilta. Samojen verkkosi-
vujen kautta pääsee hakemaan tietoja myönnetyis-
tä sertifikaateista EDQM:n sertifikaattitietokan-
nasta. Valitsemalla hakuikkunasta vaihtoehdon 
”Herbal only” ja haluamansa hakusanan, saa tu-
loksena kasvirohdosten ja kasvirohdostuotteiden 
sertifikaattilistauksen.

Ensimmäinen kasvirohdostuotteen sertifikaatti 
myönnettiin vuonna 2009. Heinäkuun 2015 alkuun 
mennessä kasvirohdosuutteille oli myönnetty 25 
sertifikaattia (taulukko 6) 12 eri uutevalmistajalle.

LOPUKSI

Euroopan farmakopealla on vakiintunut asemansa 
sekä Euroopassa että maailmanlaajuisesti. Suomi 
toimii muiden Ph.Eur.-jäsenmaiden ohella farma-
kopeatyössä aktiivisesti huomioiden Fimean strate-
gisen painopistealueen sekä Suomen sidosryhmien 
– lääketeollisuuden, avo- ja sairaala-apteekkien ja 
lääkevalvontaviranomaisen – kannalta keskeiset 
ja ajankohtaiset asiat. Lisääntynyt yhteistyö EU:n 
lääkevalvontaviranomaisten ja Euroopan farmako-
pean välillä on kasvattanut yhä enemmän farmako-
pean merkitystä EU:n lääkevalvonnassa. 

Taulukko 6. Kasvirohdosuutteille myönnetyt sertifikaatit (tiedot 7.7.2015 tehtyyn hakuun perustuen).

Kasvirohdosuutteet Myönnetyt sertifikaatit 
(n)

neidonhiuspuu, lehti (Ginkgo biloba L.) 7

rohtovirmajuuri, juuri (Valeriana officinalis L.); (vesi-etanoliuute) 5

maarianohdake, hedelmä (Silybum marianum L. Gaertner) 3

mäkikuisma, verso (Hypericum perforatum L.) 2

mustikka, marja, tuore (Vaccinium myrtillus L.) 2

sahapalmu, hedelmä (Serenoa repens (W. Bartram)) 2

sitruunamelissa, lehti (Melissa officinalis L.) 1

pirunkoura, juuri (Harpagophytum procumbens DC. tai Harpagophytum zeyheri Decne) 1

rohtovirmajuuri, juuri (Valeriana officinalis L.); (vesiuute) 1

kärsimyskukka (Passiflora incarnata L.) 1
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SUMMARY

Herbal medicinal products in 
European Pharmacopoeia

The European Pharmacopoeia (Ph.Eur.) is publis-
hed by the European Directorate for the Quality 
of Medicines & HealthCare (EDQM) of the Coun-
cil of Europe in Strasbourg. The publication con-
tains the official standards, i.e., mandatory require-
ments for quality control during the development, 
production, and marketing and registration pro-
cesses (defining the quality of pharmaceutical pre-
parations, their constituents and containers). They 
concern the qualitative and quantitative composi-
tion and the tests to be carried out on medicines, 
on the raw materials used in production of medi-
cines and on the intermediates of synthesis. Also 
herbal drugs, herbal drug preparations, and herbal 
drug products fall under the purview of European 
Pharmacopoeia. All producers of medicines and/or 
substances for pharmaceutical use must apply these 
quality standards in order to market their products 
in the signatory states of the Convention. The Fin-
nish Medicines Agency Fimea is the Finnish natio-
nal authority in pharmacopoeia matters.  The aim 
of this review is to introduce the reader to under-
stand the importance of Ph.Eur. quality require-
ments in quality control of pharmaceuticals in 
Europe, with special emphasis on herbal drugs and 
herbal drug preparations. 

Keywords: European Pharmacopoeia, herbal medi-
cinal products, official standards, mandatory qua-
lity requirements
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Tiivistelmä
Kasviperäisten valmisteiden turvallisuuteen ja turvalliseen käyttöön vaikuttavat sekä valmisteen ominai-
suudet että ammattihenkilöstön ja kuluttajan tiedot ja mielikuvat valmisteista ja niiden käytöstä. Ammatti
henkilöstön tulee olla perillä asioista, jotta he voivat ohjeistaa kuluttajia valmisteiden oikeaan ja turvalli-
seen käyttöön. Jotta kuluttaja osaa käyttää kasviperäisiä lääkkeitä – kasvirohdosvalmisteita ja perinteisiä 
kasvirohdosvalmisteita – turvallisesti, tulee hänen olla selvillä ainakin kolmesta pääasiasta: varotoimen-
piteistä ennen valmisteen käyttöä, mahdollisista yhteisvaikutuksista sekä haittavaikutuksista. Kasviperäi-
siä lääkkeitä koskeva riski-informaatio on koottu ja myyntiluvan tai rekisteröinnin yhteydessä hyväksytty 
valmistekohtaisiin valmisteyhteenvetoihin. Pakkausselosteessa ja myyntipäällysmerkinnöissä sekä mark-
kinointimateriaalissa esitettävät tiedot voivat perustua ainoastaan hyväksyttyyn valmisteyhteenvetoon. 
Tämän katsauksen tavoitteena on kuvata, miten  säädökset kasvirohdosvalmisteisiin liittyvän riski-infor-
maation ilmoittamisesta ovat kehittyneet Euroopan unionissa ja Suomessa ja mitkä ovat riski-informaa-
tion ilmoittamisen nykykäytännöt.  

Avainsanat: kasvirohdosvalmiste, perinteinen kasvirohdosvalmiste, lääkeinformaatio, riski-informaatio
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JOHDANTO

Kasviperäisiä lääkevalmisteita – kasvirohdosval-
misteita ja perinteisiä kasvirohdosvalmisteita 
– koskevat samat lääkeinformaatiosäädökset ja 
-ohjeistukset kuin muitakin lääkevalmisteita (Lää-
kelaki 395/1987, Koski ym. 2015). Perinteisten kasvi
rohdosvalmisteiden valmisteyhteenvedoista farma-
kologiset tiedot kuitenkin puuttuvat. Tämä johtuu 
siitä, että voimassa olevan lainsäädännön (direk-
tiivi 2004/24/EY) mukaan perinteisen kasviroh-
dosvalmisteen rekisteröinnin tulee perustua kirjal-
lisuus- tai asiantuntijanäyttöön, jonka perusteella 
voidaan osoittaa kyseisen lääkevalmisteen tai sitä 
vastaavan valmisteen olleen yhtäjaksoisesti käy-
tössä lääkkeenä vähintään 30 vuotta ennen rekis-
teröintihakemuksen tekopäivää ja tästä ajasta 
vähintään 15 vuotta Euroopan yhteisössä. Lääke-
valmisteen perinteisen käytön osoituksen lisäksi 
on erityisesti osoitettava, ettei valmiste ole haital-
linen määritellyissä käyttöolosuhteissa ja lääkeval-
misteen farmakologisia vaikutuksia tai tehoa voi-
daan pitää uskottavina pitkään jatkuneen käytön 
ja kokemuksen perusteella.

Riski-informaatiolla tarkoitetaan tässä katsauk-
sessa kasvirohdosvalmisteiden myyntilupien ja pe-
rinteisten kasvirohdosvalmisteiden rekisteröintien 
myöntämisen yhteydessä valmisteyhteenvetoon, 
pakkausselosteeseen ja myyntipäällysmerkintöi-
hin hyväksyttyä lääkeinformaatiota, joka sisältää 
tietoja kyseisten valmisteiden käyttöön liittyvis-
tä riskeistä. Riski-informaatiotietoja ovat tiedot 
varoituksista ja käyttöön liittyvistä varotoimista, 
riskeihin liittyvistä haitta- ja yhteisvaikutuksista, 
käytön vasta-aiheista ja yliannostuksista. Riski-
informaatiota ovat myös rajoitukset valmisteen 
käytöstä tietyille ikäryhmille, kuten lapsille tai 
iäkkäille henkilöille tai tietyille riskiryhmille, ku-
ten sydänsairaille, allergisille tai henkilöille, joiden 
maksa- tai munuaistoiminnot ovat heikentyneet.

Kasviperäisiin valmisteisiin 
liittyvät mielikuvat kaipaavat 
päivitystä

Mielikuva kasviperäisten valmisteiden puhtaudesta 
ja turvallisuudesta johtaa helposti siihen, että nii-
den haitta- ja yhteisvaikutuksia ei aina tunneta 
tai oteta vakavasti (Raynor ym. 2011). Tästä seu-
raa, että kuluttajat eivät välttämättä mainitse käyt-
tämistään kasviperäisistä valmisteista käydessään 

lääkärissä tai apteekissa (Vickers ym. 2006, Raynor 
ym. 2011). Lääkäreiden, farmasistien ja muiden ter-
veydenhuollon ammattilaisten tulisi olla selvillä 
kasviperäisten valmisteiden haittavaikutuksista ja 
yhteisvaikutuksista ja ottaa ne esille keskustelles-
saan potilaan kanssa (Smith ja Boon 1999).

Kuluttajille annettavan tiedon laatu on tärke-
ää potilasturvallisuuden kannalta (Terveyden ja 
hyvinvoinnin laitos 2011). Kuluttaja muodostaa 
käsityksensä valmisteesta saatavilla olevan tiedon 
perusteella, eikä pysty tekemään oman terveytensä 
kannalta järkeviä päätöksiä, jos tarvittavaa tietoa 
ei ole saatavilla. Kuluttajan kannalta on oleellista, 
että ammattihenkilöstö tuntee eri valmisteiden 
lainsäädäntöä ja niiden ominaisuuksia, koska myös 
kasviperäiset ravintolisät voivat aiheuttaa hait-
tavaikutuksia, ja niillä voi olla yhteisvaikutuksia 
lääkkeiden kanssa (Leinonen ja Koski 2012, Pellas 
ja Koski 2012). Myyntipakkauksen mukana tule-
van kirjallisen tiedon tärkeys korostuu ostettaessa 
kasviperäistä valmistetta ilman kasvotusten annet-
tavaa tietoa tai jos tieto on puutteellista (Smith ja 
Boon 1999). Pelkän myyntipakkauksen perusteella 
kuluttajan on kuitenkin vaikea saada oikeaa kuvaa 
valmisteesta ja sen ominaisuuksista (Pellas ja Koski 
2012).

Esimerkiksi terveydenhuollon ammattilaiset 
ovat tärkeä lääkeinformaation lähde lasten van-
hemmille (Holappa ym. 2012) sekä raskaana ole-
ville naisille (Hämeen-Anttila ym. 2013). Joissakin 
tutkimuksissa on kuitenkin havaittu, että kasvi-
peräisten valmisteiden käytöstä ei useinkaan kes-
kustella terveydenhuollon ammattilaisen kans-
sa (Menniti-Ippolito ym. 2002, Lanski ym. 2003, 
Wheaton ym. 2005, Crawford ym. 2006, Holst ym. 
2009, Cuzzolin ym. 2010). Tutkimuksissa havait-
tiin myös, että kasviperäisiä valmisteita käytettiin, 
koska niiden uskottiin olevan luonnollisempia ja 
siksi turvallisempia kuin tavanomaisten lääkeval-
misteiden (Lanski ym. 2003, Cuzzolin ym. 2010). 
Kasviperäisten valmisteiden kohdalla onkin eri-
tyisen tärkeää, että niistä on saatavana luotettavaa 
kirjallista lääkeinformaatiota.  

Monimutkaista terminologiaa 
selkeämmäksi

Kasviperäisiä valmisteita koskeva terminologia on 
erityisen haastavaa, ja sillä on osaltaan suoraan vai-
kutusta oikean ja oikein ymmärrettävän riski-infor-
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Kasviperäisiä 
lääkevalmisteita

Todennäköisesti 
kasviperäisiä 

lääkevalmisteita

Kasviperäisiä valmisteita, 
myös muita kuin kasviperäisiä 

lääkevalmisteita

Yleensä eivät lääkevalmisteita 
mutta mukana voi olla kasviperäisiä 

lääkevalmisteita

Herbal medicinal 
product

Herbal medicine Herbal remedy Complementary and 
alternative medicine (CAM)

Traditional herbal 
medicinal product

Phytomedicine Herbal product Natural product

Herbal supplement

Dietary botanical supplement

maation laatimisessa. Kasviperäisistä valmisteista 
puhekielessä jo vuosikymmeniä käytetty termi 
luontaistuote on hyvin harhaanjohtava (Enkovaara 
2010). Termi liittää yhteen kaksi eri lainsäädännön 
alla olevaa ryhmää, elintarvikkeet ja lääkkeet, mikä 
sekoittaa ja voi aiheuttaa väärinkäsityksiä. Sekaan-
nusta aiheuttavat myös aikaisempiin lääkesäädök-
siin kuuluneet, mutta jo käytöstä poistuneet termit, 
kuten lääkkeenomaiset tuotteet ja rohdosvalmis-
teet, joita käytetään puhekielessä edelleen.

Kasviperäisistä valmisteista ja kasvirohdoksis-
ta käytetään kansainvälisesti ja alueellisesti mo-
nia erilaisia termejä (taulukko 1). Termit eivät ole 
yksiselitteisiä. Osa niistä käsittää kasviperäisten 
valmisteiden lisäksi monenlaisia muitakin valmis-
teita, kuten vitamiineja ja kivennäisaineita sekä 
homeopaattisia valmisteita. Toisaalta joidenkin 
termien alaisuuteen kuuluu samanaikaisesti usei-
den eri lainsäädäntöjen alaisia valmisteita, kuten 
lääkkeitä, elintarvikkeita, kosmetiikkaa ja lääke-
huollon laitteita ja tarvikkeita.

Terminologian moninaisuus näkyy erityisen hy-
vin tiedonhakuja tehtäessä, ja sekavan terminolo-
gian vuoksi osa tutkimuksista voi jäädä löytämät-
tä. Lisäksi tutkimusten arvioiminen ja vertailu on 
haastavaa tai jopa mahdotonta, jos tutkimuksessa 
käytettyä kasvirohdosta, uutetta, tinktuuraa, kas-
viperäistä valmistetta tai muuta vertailun kannalta 
oleellista tietoa ei ole kuvattu riittävän tarkasti tai 
tieto puuttuu kokonaan. Valmistukseen käytetty 
sama lähtökasvi ei yksin mahdollista valmisteiden 
vertailua. Lopputuotteen ominaisuuksiin vaikut-
tavat monet tekijät, kuten valmistukseen käytetty 

kasvinosa, uuttoliuotin, kasvirohdos–kasvirohdos-
tuote-suhdeluku ja valmistusmenetelmä.

Perinteisten kasvirohdosvalmisteiden direktii-
villä 2004/24/EY (Euroopan parlamentin ja neu-
voston direktiivi 2004/24/EY) tuotiin EU:n lääke
lainsäädäntöön ensimmäisen kerran viralliset 
määritelmät kasvirohdosvalmiste ja perinteinen 
kasvirohdosvalmiste (Koski ym. 2015, taulukko 2).  
Muutos on osaltaan selkiyttänyt tilannetta. Tästä 
huolimatta haasteita riittää. Laadittavan lääkein-
formaation pohjana toimivassa tieteellisessä kirjal-
lisuudessa käytetty sekalainen terminologia sekä 
maantieteellisten alueiden lainsäädäntöjen ja eri 
maiden lääkinnällisistä perinteistä johtuvat eri-
laisuudet ylläpitävät arvioinnin vaikeutta. Lisäksi 
valmisteiden käyttäjien, terveydenhuoltohenkilös-
tön ja lääkeneuvontaa antavien tahojen vaihteleva 
terminologian tuntemus ja mielikuvat asettavat 
haasteita ja vaikuttavat paljon riski-informaatiosta 
kommunikointiin. 

Kasvirohdosvalmisteiden 
lääkeinformaatiovaatimukset

Lääkevalmisteille myyntilupahakemuksen yhtey
dessä laadittavasta valmisteyhteenvedosta säädet-
tiin ensi kerran vuonna 1983 Neuvoston direktii-
vissä 83/570/ETY (Neuvoston direktiivi 83/570/
ETY; Koski ym. 2015). Direktiivin voimaansaatta-
miselle annettu kahden vuoden määräajan seu-
rauksena valmisteyhteenveto laadittiin uusille lää-
kevalmisteille käytännössä vuodesta 1986 lähtien 
(Wahlroos 2003). Suomessa jo markkinoilla olleille 

Taulukko 1. Joitakin tiedonhaussa esiin tulleita kasviperäisiin 
valmisteisiin tai kasvirohdoksiin liittyviä termejä (Korkeamäki 
2013).
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lääkevalmisteille laadittiin valmisteyhteenvedot 
vuosien 1995–2000 välisenä aikana myyntilupien 
uudistamisten yhteydessä. Valmisteyhteenveto on 
myyntiluvan ja rekisteröinnin yhteydessä hyväk-
sytty lääkevalmistetta koskeva dokumentti. Pak-
kausselosteen ja myyntipäällysmerkintöjen sekä 
markkinoinnissa käytettävien tietojen tulee perus-
tua hyväksyttyyn valmisteyhteenvetoon. Lääke-
valmisteiden pakkausselosteesta ja myyntipääl-
lysmerkintäteksteistä säädettiin jo ensimmäisessä 
lääkedirektiivissä 65/65/ETY (Neuvoston direktiivi 
65/65/ETY).

Kasviperäiset lääkevalmisteet ovat kuuluneet 
EU:n lääkesäädöksiin ensimmäisestä lääkedirek-
tiivistä 65/65/ETY (Neuvoston direktiivi 65/65/
ETY) alkaen. Lääkevalmiste on ollut ja on edelleen 
sairauden hoitoon tai sen ehkäisemiseen käytettä-
vä aine tai aineiden yhdistelmä aineen alkuperästä 
riippumatta – myös kasviperäinen aine, kuten esi-
merkiksi mikro-organismi, kasvi, kasvinosa, kasvi
erite, uute (Neuvoston direktiivi 65/65/ETY, Koski 
ym. 2015). EU-maissa kasviperäiset valmisteet jao-
teltiin ennen perinteisten kasvirohdosvalmisteiden 
direktiivin 2004/24/EY (Euroopan parlamentin ja 
neuvoston direktiivi 2004/24/EY) voimaantuloa 
kansallisesti. Suomessa osa kasviperäisistä valmis-

teista on myyntilupajärjestelmän alusta alkaen hy-
väksytty myyntiluvallisiksi lääkevalmisteiksi ja osa 
kulloinkin voimassa olleen kansallisen lainsäädän-
nön mukaisesti lääkkeenkaltaisiksi valmisteiksi, 
kuten lääkkeenomaisiksi tuotteiksi ja rohdosval-
misteiksi (Koski ym. 2015). Lääkkeenkaltaisten val-
misteiden lääkeinformaatiovaatimuksista säädet-
tiin kansallisessa lainsäädännössä.

Perinteisten kasvirohdosvalmisteiden direktii-
villä 2004/24/EY täydennettiin lääkedirektiiviä 
2001/83/EY (Euroopan parlamentin ja neuvoston 
direktiivit 2001/83/EY ja 2004/24/EY). Täydennys 
selkiytti osaltaan myös lääkeinformaatiota koske-
via vaatimuksia, jotka ovat nyt yhtenäiset kaikille 
lääkevalmisteille.

EU:n kasvimonografiat ja 
yhteisöluettelo

EU:n kasvimonografiat (European Medicines 
Agency 2015a) ovat Euroopan lääkeviraston (Euro-
pean Medicines Agency, EMA) alaisen kasviroh-
dosvalmistekomitean (Committee on Herbal 
Medicinal Products, HMPC) laatimia valmiste
yhteenvedon kaltaisia tekstejä, ja ne sisältävät tietoa 
muun muassa kasviperäisten aineiden ja kasviroh-

Taulukko 2. Direktiivissä 2004/24/EY esitettyjen termien määritelmät (Koski ym. 2015). 

Kasvirohdosvalmiste kaikki lääkevalmisteet, jotka sisältävät vaikuttavina aineina vain yhtä tai useampaa 
kasviperäistä ainetta tai yhtä tai useampaa kasvirohdostuotetta taikka yhtä tai useampaa 
tällaista kasviperäistä ainetta yhdistettynä yhteen tai useampaan tällaiseen kasvirohdos-
tuotteeseen

Perinteinen 
kasvirohdosvalmiste

kasvirohdosvalmiste, joka täyttää 16 a artiklan 1 kohdassa säädetyt ehdot; perinteisessä 
kasvirohdosvalmisteessa voi olla mukana lisäksi vitamiineja tai kivennäisaineita, jos ne 
edistävät kasviperäisten vaikuttavien aineiden vaikutusta

Kasvirohdostuote tuote, joka on saatu käsittelemällä kasviperäisiä aineita esimerkiksi uuttamalla, tislaamal-
la, puristamalla, fraktioimalla, puhdistamalla, konsentroimalla tai käymisen avulla; kasvi-
rohdostuotteisiin kuuluvat muun muassa hienoksi paloitellut tai jauhetut kasviperäiset 
aineet, tinktuurat, uutteet, haihtuvat öljyt, puristetut mehut ja käsitellyt kasvinesteet 

Kasviperäinen aine pääasiassa kokonaisina, palasina tai paloiteltuina kaikki kasvit, kasvinosat, levät, sienet 
ja jäkälät, käsittelemättöminä eli yleensä kuivattuina mutta toisinaan myös tuoreina; tiet-
tyjä kasvinesteitä, joita ei ole erityisesti käsitelty, pidetään myös kasviperäisinä aineina; 
kasviperäiset aineet määritellään täsmällisesti käyttäen valmistukseen käytetyn kasvin-
osan nimeä sekä kasvitaksonomian binomisen järjestelmän mukaista kasvitieteellistä 
nimeä (suku, laji, muunnos ja auktori) 
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dostuotteiden sisältämien valmisteiden käyttöai-
heista, annostuksista sekä haitta- ja yhteisvaiku-
tuksista. Vakiintuneeseen lääkinnälliseen käyttöön 
sekä perinteiseen käyttöön perustuville kasviperäi-
sille aineille tai kasvirohdostuotteille laaditaan eril-
liset kasvimonografiat.

HMPC valmistelee myös ehdotukset yhteisö-
luetteloon  lisättävistä valmisteyhteenvedon kal-
taisista teksteistä, jotka toimitetaan Euroopan 
komission hyväksyttäviksi (European Medicines 
Agency 2015b). Yhteisöluettelossa kasviperäisistä 
aineista ja kasvirohdostuotteista mainitaan muun 
muassa niitä sisältävien valmisteiden käyttöaiheet, 
annostukset sekä turvallisen käytön kannalta olen-
naiset tiedot (Euroopan parlamentin ja neuvoston 
direktiivi 2004/24/EY). Yhteisöluettelo sitoo lailli-
sesti kaikkia EU:n jäsenvaltioita.

Sekä EU:n kasvimonografioiden että yhteisöluet-
telon tekstejä käytetään sellaisenaan niihin perus-
tuvien valmisteiden valmisteyhteenvetotekstien 
pohjana. EU:n kasvimonografioihin ja yhteisöluet-
teloteksteihin perustuvien myyntilupa- ja rekiste-
röintihakemusten yhteydessä valmistekohtaiset 
tiedot lisätään edellä mainittuihin tekstipohjiin. 
EU:n kasvimonografiat ja niihin liittyvät arvioin-
tilausunnot julkaistaan englanninkielisinä Euroo-
pan lääkeviraston verkkosivuilla osoitteessa www.
ema.europa.eu (Home > Find medicine > Herbal 
medicines for human use). Yhteisöluettelotekstit 
julkaistaan Euroopan komission verkkosivuilla 
osoitteessa www.ec.europa.eu (European Commis-
sion > DG Health and Food Safety > Public health 
> Medicinal products for human use > Herbal 
Medicinal Products). Muiden kasvirohdosvalmis-
teiden valmisteyhteenvetotekstien pohjana ovat 
– kuten muillakin lääkevalmisteilla – myyntilupa
hakemuksessa esitetyt valmistekohtaiset teho-, 
turvallisuus- ja laatuselvitykset.

EU:n kasvimonografioissa ja yhteisöluettelo-
teksteissä julkaistut tekstit – erityisesti riski-infor-
maatioon liittyvät – sopivat hyvin kasviperäisten 
valmisteiden lääkeinformaatiolähteeksi. Tekstejä 
ei kuitenkaan voi yhdistää kasviperäisiin valmis-
teisiin ainoastaan valmistukseen käytetyn lähtö-
kasvin mukaisesti. Jos kasvirohdosvalmisteen tai 
perinteisen kasvirohdosvalmisteen vaikuttavaa 
ainetta (kasvirohdos tai kasvirohdostuote) ei löydy 
EU:n kasvimonografiasta tai yhteisöluettelosta, ei-
vät tekstit todennäköisesti ollenkaan sovellu infor-
maatiolähteeksi tällaisille valmisteille.

Riski-informaation ilmoittaminen 
kasvirohdosvalmisteissa

Kasviperäisten valmisteiden lääkeinformaation 
rajoitteena on, että valmisteita koskeva tutkimus-
tieto on vähäistä tai sitä ei ole lainkaan. Tiedot 
on useimmiten niputettu valmistukseen käytetyn 
lähtökasvin mukaisesti kyseisen rohdoksen perin-
netietoina erottelematta lähtökasvista valmis-
tettuja erilaisia lopputuotteita – kasvirohdosval-
misteita. Vaikutus on erilainen, jos kasvirohdosta 
käytetään esimerkiksi rohdosteenä verrattuna 
tilanteeseen, jossa samasta lähtökasvista valmis-
tetaan useiden valmistusvaiheiden kautta monin-
kertaiseksi konsentroitu uute, joka annostellaan 
kapseleina. Riski-informaation tarve ja laajuus on 
todennäköisesti suurempi jälkimmäisen valmisteen 
kohdalla. Tutkimustietoa puuttuu erityisesti kas-
virohdosvalmisteiden käytöstä lapsilla ja nuorilla 
(European Medicines Agency 2011; Knöss ja Chi-
nou 2012, Korkeamäki 2013) sekä raskaana olevilla 
ja imettävillä (Knöss ja Chinou 2012).

Kasvirohdosvalmisteisiin liittyvän riski-infor-
maation määrä on lisääntynyt vuosikymmenten 
kuluessa selvästi (Mononen 2012). Samalla infor-
maation laatu on parantunut ja tapa esittää asi-
oita on muuttunut yksiselitteisemmäksi. EU:n 
lääkesäädösten tarkentuessa kasviperäisiin lääke-
valmisteisiin liittyviä termejä on yhdenmukaistet-
tu ja lääkeinformaatiosäädöksiä parannettu (Koski 
ym. 2015). Lisäksi kasviperäisiin lääkevalmisteisiin 
liittyvät tutkimukset ovat kehittyneet paljon. Eri-
tyisesti kasvirohdosvalmisteiden ja perinteisten 
kasvirohdosvalmisteiden laadun valvontaan liitty-
vät analyysimenetelmät ja valmistusmenetelmät 
ovat kehittyneet suurin harppauksin. Kasvipe-
räisten lääkevalmisteiden valmistusmenetelmissä 
kiinnitetään erityistä huomiota valmisteiden vaki-
ointiin. Myös tämä osaltaan vaikuttaa riski-infor-
maation tarkentumiseen.

Kaukana ovat ajat, jolloin perusteltiin tekemättä 
jättämisiä ilmoittamalla: ”Sehän on rohdos. Eihän 
sitä voi tarkemmin tutkia.” ja ”Sehän on luonnos-
ta peräisin. Eihän siitä nyt mitään haittaa voi olla.” 
Tiedetään hyvin, että jos kasviperäisellä lääkeval-
misteella on tehoa, se hyvin suurella todennäköi-
syydellä saattaa aiheuttaa myös haittoja tai sillä voi 
olla yhteisvaikutuksia muiden lääkkeiden kanssa.

Kasvirohdosvalmisteisiin liittyvän riski-infor-
maation määrä lisääntyy ja tarkentuu kaiken aikaa. 
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EU:n kasvimonografioiden tekstejä päivitetään uu-
sien julkaistujen tutkimustulosten arviointien pe-
rusteella, ja päivitysten seurauksena tiedot tarken-
tuvat myös kasvirohdosvalmisteiden ja perinteisten 
kasvirohdosvalmisteiden valmisteyhteenvetoihin, 
pakkausselosteisiin ja myyntipäällysmerkintöihin. 
Samalla lääkeinformaatiota antavien terveyden-
huollon ammattilaisten työkalupakki laajenee ja 

1) Lääkevalmisteiden 
valmisteyhteenvedot ja 
pakkausselosteet

Fimean verkkosivut: www.fimea.fi/laaketieto/valmisteyhteenvedot 
(Etusivu -> Lääketieto -> Valmisteyhteenvedot) 
Myyntiluvallisten kasvirohdosvalmisteiden valmisteyhteenvedot ja pakkausselosteet 
löytyvät ’Ihmisille tarkoitettujen lääkkeiden valmisteyhteenvedot/pakkausselosteet’ 
alta ja rekisteröityjen perinteisten kasvirohdosvalmisteiden valmisteyhteenvedot 
’Kasvirohdosvalmisteiden valmisteyhteenvedot/pakkausselosteet’ alta.

2) Kasvirohdosvalmisteita 
ja perinteisiä kasvirohdos
valmisteita koskevat 
Sic!-lehden artikkelit  

Fimean verkkosivut, etusivun kautta: http://www.fimea.fi/  
Syöttämällä hakukenttään esimerkiksi sanan ’kasvirohdosvalmiste’ saa lis-
tan kasvirohdosvalmisteita ja perinteisiä kasvirohdosvalmisteita koskevista 
artikkeleista.

3) Kasvirohdosvalmisteita 
ja perinteisiä kasvirohdos
valmisteita koskevat EU:n 
kasvimonografiat 

Euroopan lääkevirasto EMA:n verkkosivut: www.ema.europa.eu/ema/index.
jsp?curl=pages/medicines/landing/herbal_search.jsp&mid=WC0b01ac058001fa1d 
(Home -> Find medicine -> Herbal medicines for human use) 
Tietoa voi hakea sivulta usealla tavalla. EU:n kasvimonografian lisäksi välilehdellä 
’All documents’ julkaistu muun muassa monografiaan liittyvä arviointilausunto ja 
viitteet, joihin arviointi perustuu.

4) Euroopan komission päätök-
sellä yhteisöluetteloon lisätyt 
kasvirohdokset, kasviperäiset 
aineet ja niiden yhdistelmät 

Euroopan komission verkkosivut: http://ec.europa.eu/health/human-use/herbal-
medicines/index_en.htm (European Commission -> DG Health and Food Safety -> 
Public health -> Medicinal products for human use -> Herbal Medicinal Products)

5) Yleistietoa ravintolisistä Elintarviketurvallisuusvirasto Eviran verkkosivut: http://www.evira.fi/portal/fi/
elintarvikkeet/valmistus+ja+myynti/ravintolisat/ 
(Etusivu -> Elintarvikkeet -> Valmistus ja myynti -> Ravintolisät) 

Euroopan elintarviketurvallisuusvirasto EFSA:n verkkosivut: 
www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/supplements 
(Home -> Topics –Food Supplements)

6) Yleistietoa kosmetiikan 
valvonnasta 

Turvallisuus- ja kemikaalivirasto Tukesin verkkosivut: 
www.tukes.fi/kosmetiikka (Etusivu -> toimialat -> Kemikaalit, biosidit ja kasvin
suojeluaineet -> Teollisuus- ja kuluttajakemikaalit -> Kosmetiikka)

Taulukko 3.  Tietolähteitä kasvirohdosvalmisteista ja ravintolisistä 

käyttäjät saavat tietoa kasvirohdosvalmisteiden 
käytön riskeistä. Molemminpuolinen aktiivinen 
vuorovaikutus kasvirohdosvalmisteista ja niiden 
käytöstä ammattilaisten ja kuluttajien välillä on 
välttämätöntä lääkitysturvallisuuden parantami-
seksi edelleen. Kommunikaation tueksi on tauluk-

koon 3 koottu linkkejä tietolähteistä. 
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LOPUKSI

Lääkeinformaatiovaatimusten tarkennuttua myös 
kasvirohdosvalmisteista annettavan riski-informaa-
tion määrä on lisääntynyt ja tullut yksiselitteisem-
mäksi. Valmisteyhteenvetotekstit terveydenhuolto-
alan ammattilaisille ja valmisteen mukana tulevat 
käyttäjille tarkoitetut pakkausselosteet sisältä-
vät riski-informaatiotietoa kasvirohdosvalmistei-
den oikean käytön varmistamiseksi ja odottamat-
tomien haitta- tai yhteisvaikutusten välttämiseksi. 
Tiedot rajoituksista käyttää joitain kasvirohdos-
valmisteita lapsille, iäkkäille tai tietyille riskiryh-
mille, kuten allergisille henkilöille tai henkilöille, 
joiden maksa- tai munuaistoiminnot ovat heiken-
tyneet, auttavat osaltaan välttämään ei-toivottuja 
reaktioita. 

Kasvirohdosvalmisteiden lääkeinformaatiossa 
tapahtuneita muutoksia on tutkittu Anna Mono-
sen (2012)  ja Laura Korkeamäen  (2013) pro gradu 
-tutkielmissa.  

SUMMARY

RISK INFORMATION FOR HERBAL 
MEDICINAL PRODUCTS
Characteristics of herbal products, but also profes-
sionals’ and consumers’ knowledge and images of 
these products influence their safety and safe use. 
Professionals need to have sufficient knowledge for 
counselling consumers to use their products pro-
perly and safely. Safe use of herbal medicines – her-
bal medicinal products and traditional herbal medi-
cinal products – requires awareness of three main 
issues: precautions before use; possible interac-
tions with other medicines; and undesirable effects. 
Risk information has been collected and accepted 
during marketing authorisation and registration 
processes into product specific summaries of pro-
duct characteristics (SPCs). Details included into 
package leaflets, labellings and marketing materi-
als need to be based on accepted SPCs. The aim of 
this review is to describe how legal requirements 
for including risk information on herbal medicinal 
products have evolved in European Union and Fin-
land, and what are the current requirements and 

practices.   

Keywords: herbal medicinal product, traditional 
herbal medicinal product, medicinal information, 
risk information
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Tiivistelmä
Kasvit tuottavat pienimolekyylisiä yhdisteitä eli niin sanottuja sekundaarimetaboliitteja, jotka voivat olla 
hyvin arvokkaita. Teknologian tutkimuskeskus VTT Oy koordinoi EU-rahoitteisen projektin ”SmartCell 
– Rational design of plant systems for sustainable generation of value-added industrial products” vuosina 
2009–2013, jossa tavoitteena oli luoda täysin uusia konsepteja, joiden avulla voidaan rationaalisesti muo-
kata kasveja tuottamaan taloudellisesti arvokkaita yhdisteitä teollisuuden tarpeisiin. SmartCell keskit-
tyi terpeeneihin, joilla on moninaisia biologisesti tärkeitä aktiivisuuksia. Ne ovat tyypillisesti yhdisteitä, 
joita on vaikea tuottaa täysin synteettisesti tai niiden esiintyminen luonnon kasveissa on vähäistä. Pro-
jektissa kehitettiin metaboliamuokkauskeinoja kasveissa ja kasvisoluviljelmissä, ja tärkeimmät tieteelli-
set sekä teknologiset vaikutukset liittyivät terpeeni-indolialkaloidireitin kartoittamiseen neljän aiemmin 
tuntemattoman geenin osalta sekologaniiniin – tärkeään välituotteeseen, joka johtaa monimutkaisten 
dimeerialkaloidien tuottoon asti. SmartCell-projektin kuluessa syntyi useita innovaatioita, joilla tulee ole-
maan merkitystä tulevaisuuden tutkimus- ja tuotekehitysohjelmissa, koska näillä menetelmillä voidaan 
rationalisoida muita metaboliamuokkausstrategioita. Fokusoimalla helposti skaalattaviin teknologioihin, 
kuten siirtogeenisiin kasveihin, karvajuuriin sekä suspensioviljelmiin, voitiin osoittaa, että edellä mainit-
tuja teknologioita voidaan siirtää suuremman mittakaavan tuotantoon ilman, että menetetään tuotta-
vuutta. Vastaavasti näitä menetelmiä käyttämällä voidaan vähentää ympäristölle haitallisten prosessien 
käyttöä. SmartCell-projektilla on myös merkittävä rooli kasvien metaboliamuokkauksen tutkimusyhtei-
sölle, koska geenipankki, metabolomiikka/reitti-tietokanta, yhdistekirjasto ja solukokoelma ovat avoimia 
muiden tutkijoiden ja teollisuuden käyttöön. Tämän katsauksen tavoitteena on läpikäydä projektin avain-
tulokset ja niistä kirjoitetut pääjulkaisut.

Avainsanat: kasvibiotekniikka, lääkeyhdiste, terpeenit, biosynteesi
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JOhdanto

Kasvit tuottavat pieniä määriä yhdisteitä eli niin 
sanottuja sekundaarimetaboliitteja, jotka voivat olla 
hyvin arvokkaita. Kaikista noin 400 000:sta kasvi-
lajista vain noin 8 prosenttia on kemiallisesti tut-
kittuja, joten kasvit ovat huomattava lähde uusille 
muun muassa terpeuttisesti merkittäville yhdis-
teille. Näiden pienmolekyylien kemiallinen synteesi 
on usein taloudellisesti kannattamatonta ja joskus 
jopa täysin mahdotonta monimutkaisten rakentei-
densa takia. Sekundaarimetaboliittien tuottami-
nen hyödyntäen kasveja tai kasvisoluviljelmiä on 
edistynyt huonosti, koska yhdisteiden muodostu-
minen kasveissa eli niiden biosynteesi tunnetaan 
huonosti, eikä niitä ole osattu muokata tai ohjata 
haluttua lopputulosta kohti. Kasvien pienmole-
kyylimetabolia on tiukan säätelyjärjestelmän alai-
sena, ja usein yhden biosynteesireaktion muokkaa-
minen ei aiheuta toivottua tulosta lopputuotteessa. 
Tämän vuoksi koko biosynteesireitin tunteminen 
on tärkeää. Teknologian tutkimuskeskus VTT Oy 
koordinoi EU-rahoitteisen projektin ”SmartCell – 
Rational design of plant systems for sustainable 
generation of value-added industrial products” 
vuosina 2009–2013. Projektiin osallistui 14 akatee-
mista tutkimusryhmää ja neljä teollisuusyritystä, 
ja EU allokoi sille kuuden miljoonan euron rahoi-
tuksen. Projektin tavoitteena oli luoda täysin uusia 
konsepteja, joiden avulla voidaan rationaalisesti 
muokata kasveja tuottamaan taloudellisesti arvok-
kaita yhdisteitä teollisuuden tarpeisiin. SmartCell 
keskittyi terpeeneihin, joilla on moninaisia bio-
logisesti ja farmaseuttisesti tärkeitä aktiivisuuk-
sia. On kuitenkin mainittava, että projektin aikana 
kehitetty tietotaito, työvälineet sekä resurssit ovat 
kaikki yleismaailmallisia ja hyödynnettävissä mui-
denkin biosynteesireittien muokkaamiseen. Tässä 
katsauksessa käymme läpi projektin avaintulokset 
niistä kirjoitettujen julkaisuiden avulla.

CathaCyc, tietokanta 
punatalvion metaboliareiteistä 
(Van Moerkercke ym. 2013)

Vaikka punatalvion (Catharanthus roseus), kuten 
monen muunkaan lääkekasvin, genomia ei vielä 
ole kartoitettu, on kuitenkin olemassa suuria EST- 
(expressed sequence tag) ja RNA-sekvenssikirjas-
toja, joita voidaan hyödyntää uusien geenien löy-
tämiseen sekä metabolisten reittien kokoamiseen 

tietokannoiksi (PDB, pathway database). Tässä 
työssä tehtiin ensin punatalvion transkriptomikar-
toitus RNA-sekvensoinnin avulla siten, että eri kas-
vinosat sekä kasvuolosuhteet otettiin huomioon. 
Tämän perusteella rakennettiin metabolinen kartta 
keskittyen tärkeisiin yhdisteluokkiin. Templaattina 
käytettiin AraCyc- (Arabidospsis PDB) ja MetaCyc- 
tietokantoja yhdistettynä Pathway tools prediction 
-ohjelmiston kanssa. Tämän perusteella rakennet-
tiin ensimmäinen punatalvion PDB, CathaCyc.

Tällä hetkellä CathaCyc v1.0 (www.cathacyc.org) 
sisältä 1 802 reaktiota, jotka on sijoitettu yhteensä 
390 reittiin, 1 347 entsyymiä sekä 1 322 yhdistettä. 
Käyttäjät voivat tutkia punatalvion metaboliaa 
eri tasoilla, katselemalla graafisia esityksiä koko 
metaboliaverkostosta, yksittäisistä reiteistä sekä 
yksittäisistä reaktioista. Sen lisäksi geenit, prote-
iinit ja metaboliitit on kerätty niin, että kustakin 
on linkit ulkoisiin tietokantoihin. Sivuilla voi myös 
hakea hakusanoilla tai etsimällä tiettyjä muuttujia. 
CathaCyc mahdollistaa myös vertailevan analyysin 
eri ulkoisten PDB-tietokantojen kanssa sekä graa-
fisten esitysten lataamisen. Kun saatua ekspressio-
dataa verrattiin julkisesti saatavilla oleviin RNA-
sekvenssitietoihin, nähtiin että kaksi punatalvion 
hyvin tunnettua metaboliareittiä terpeeni-indoli-
alkaloidireitti ja triterpeenireitti, ovat erillisen sää-
telyn alaisina, ja niiden säätelyyn vaikuttavat sekä 
kehitykselliset että ympäristötekijät. Lääkekasvien 
tutkimuksessa sekä hyödyntämisessä CathaCycin 
kaltaiset tietokannat tulevat olemaan tärkeässä 
roolissa tulevaisuudessa. 

Punatalvion terpeenien bio-
synteesireitti (Miettinen ym. 
2014, Van Moerkercke ym. 2015)

Terpeeni-indoli-alkaloidit ovat kasviperäisiä yhdis-
teitä, joilla on laaja kirjo erilaisia arvokkaita far-
makologisia sekä hyönteiskarkoiteaktiivisuuksia. 
Näistä tunnetuimpia ovat vinkristiini ja vinblas-
tiini, joita käytetään syöpälääkkeinä. Punatalvio 
(Catharanthus roseus) tuottaa vain hyvin pieniä 
määriä näitä yhdisteitä – sillä seurauksella, että nii-
den saanti on hankalaa ja hinta on noussut hyvin 
korkeaksi. Lisäksi niiden bioteknistä tuottamista 
on vaikeuttanut se, että niiden biosynteesireittiä ei 
ole kokonaan tunnettu entsyymi- ja geenitasolla. 
CathaCyc-tietokannan rakentamisessa hyödyn-
simme punatalviokasvien ja solususpensioviljel-
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män elisitaatiokäsittelyä RNA-sekvenssidatan luo-
miseksi. Jatkoimme työtä käyttämällä siirtogeenistä 
punatalvion solususpensioviljelmää, joka ilmensi 
ORCA2- ja ORCA3-säätelytekijöitä, jotka ohjaavat 
muun muassa loganihappo-O-metyylitransferaasia 
(LAMT) ja striktosidiinisyntaasia (SLS) koodaavia 
geenejä, mutteivät geraniolisyntaasia (GES) tai gera-
niol-8-oksidaasia (G8O) koodaavia geenejä. Smar-
tCell-projektin eräänä tärkeimmistä tavoitteista 
oli identifioida puuttuvat entsyymit ja niitä koo-
daavat geenit terpeeni-indoli-alkaloidireitiltä (kuva 

1).  Kaikki edellä mainitut neljä geeniä indusoitu-
vat metyylijasmonaatti-käsittelyllä, mutta niiden 
induktioprofiilit olivat erilaiset.  Sen perusteella 
voitiin päätellä, että terpeeni-indoli-alkaloidi
reitissä on kaksi erillistä säätelyblokkia, joista 
ensimmäinen ulottuu todennäköisesti 7-deoksy-
loganihappoon asti ja toinen sekologaniiniin asti 
(kuva 1). Hypoteesimme pohjalta haimme poten-
tiaalisia oksidoreduktaaseja, sytokromi P450 koo-
daavia geenejä sekä glykosyylitransferaaseja, jotka 
koekspressoituisivat GES/G8O- tai LAMT/SLS-gee-
niparien kanssa. Tällä strategialla pystyimme iden-
tifioimaan neljä puuttuvaa entsyymiä koodaavaa 
geeniä terpeeni-indolialkaloidireitillä aina seko-
loganiiniin asti (kuva 1). Näiden (kuva 1, keltainen 

tausta), aiemmin identifioitujen geenien (kuva 1, 
musta ja valkoinen tausta) ja tryptofaanidekarbok-
sylaasia (TDC) ja striktosidiinisyntaasia (STR) koo-
daavien geenien avulla pystyimme rakentamaan 
biosynteesireitin Nicotiana benthamiana -kasvissa 
aina striktosidiiniin asti. Vaikka punatalviossa strik-
tosidiinisynteesin eri vaiheet tapahtuvat erilaisissa 
solutyypeissä, pystyimme uudelleenrakentamaan 
koko reitin N. benthamianan lehtiin. Nämä tulok-
set tekevät arvokkaiden yhdisteiden kuten vinkris-
tiinin ja vinblastiinin bioteknologisen tuottamisen 
mahdolliseksi, ja näin tärkeitä syöpälääkkeitä saa-
daan kaikkien tarvitsevien saataville. Kuva 1.

Uusien entsyymejä koodavien geenien lisäksi löy-
simme uuden jasmonaatin ohjaaman pääsäätelyte-
kijän, bHLH BIS1:n (basic helix-loop-helix iridoid 
synthesis 1 transcription factor). Tämä pääsäätely-
tekijä aktivoi kaikki geenit, joiden koodaamia ent-
syymejä tarvitaan, kun prekursori geranyyli-di-fos-
faatti muutetaan loganihapoksi. Ilmentämällä tätä 
säätelytekijää punatalvion soluviljelmässä saatiin 
se tuottamaan loganihapon lisäksi huomattavia 
määriä monoterpeeni-indolialkaloideja, kuten se-
kologaniinia, striktosidiinia, ajmalisiinia, serpen-

Kuva 1.  Sekologaniini-striktosidiini 
biosynteesireitti. Geenit, jotka olivat tunnettuja 
SmartCell-projektin alkaessa on merkitty 
mustalla taustalla ja sellaiset, jotka löydettiin 
muiden tutkimusryhmien toimesta projektin 
kuluessa on merkitty valkoisella taustalla. 
SmartCell projektin löydökset on merkitty 
keltaisilla taustoilla (muokattu Miettinen ym. 
2014 julkaisusta, lyhenteet ks. teksti).

Geenit:

Musta – tunnettu SmartCell-projektin alkaessa
Valkoinen – löydetty SmartCell-projektin aikana muualla
Keltainen – löydetty SmartCell-projektissa
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tiiniä ja tabersoniinia. Tätä säätelytekijää voidaan 
siis hyödyntää, kun halutaan käyttää punatalvion 
soluviljelmiä uusiutuvana tapana tuottaa kallisar-
voisia lääkeaineita (Van Moerckercke ym. 2015).
   

Tupakan karvajuuret 
geraniolin tuottajina 
(Masakapalli ym. 2013; 
Ritala ym. 2014)
Työn tarkoituksena oli tutkia siirtogeenisen tupa-
kan (Nicotiana tabacum) karvajuurten metabolia
virtaa (Masakapalli ym. 2013). Karvajuuriin ylieks-
pressoitiin geeni, joka koodaa geraniolisyntaasia 
(VoGES). Tämän johdosta karvajuuret tuottivat 
geraniolia, joka taas on terpenoidi-indoli-alkaloi-
direitin tärkeä välituote. Geraniol on mielenkiintoi-
nen tuote myös sen laajan käytettävyyden vuoksi, 
muun muassa parfyymi-, kosmetiikka-, saippua- ja 
hajusteteollisuudessa. 

Siirtogeeniset karvajuuret yliekspressoivat joko 
ges-geenin yksinään tai yhdessä geranyylipyro-
fosfaatti-syntaasin (GPPS) kanssa. Molempien 
geenien promoottoreina oli kukkakaalimosaiik-
kiviruksen 35S-promoottori, ja proteiinituotteet 
ohjattiin plastideihin. Yhteensä 11 GES-linjaa ja 4 
GES-GPPS-linjaa analysoitiin LS-MS-menetelmäl-
lä geranioliglukosidien analysoimiseksi. Linjat, 
joissa metaboliittitasot olivat korkeimmat, valittiin 
jatkokokeisiin. GES-linja tuotti merkittäviä määriä 
geraniolia (151 ng/mg kuivapainoa). 

Työssä käytettiin isotooppileimattua syöttöä 
steady-state-tilassa metaboliavirtojen kartoittami-
seksi. Leimattu hiili glukoosissa päätyi aminohap-
poihin, sokereihin ja orgaanisiin happoihin, jonka 
perusteella rakennettiin metaboliaverkosto. Kar-
vajuurilinjojen kasvuissa ei havaittu eroja. Vaikka 
GES-linja tuotti merkittäviä määriä geraniolia, me-
taboliittien kokonaistuotossa eri linjojen välillä ei 
havaittu eroja. Tämän perusteella voidaan olettaa, 
että kokonaismetabolia pystyi kompensoimaan 
muutokset, jotka geraniolituotto karvajuurissa ai-
heutti. Tutkimuksen perusteella voidaan olettaa, 
että metaboliamuokkauksen avulla aikaansaadut 
muutokset terpenoidi-indolialkaloidireitin koko-
naistuotossa olivat verraten pieniä eikä substraat-
tien saatavuus tullut rajoittavaksi tekijäksi. 

Toisessa tutkimuksessamme kartoitettiin tupa-
kan karvajuurien geraniolituottokykyä sekä labora-
toriomittakaavan pullo- että bioreaktorikasvatuk-

sissa (Ritala ym. 2014). Yhteensä 22 siirtogeenistä 
karvajuurilinjaa analysoitiin ja näistä 17 todettiin 
ilmentävän siirrettyä Valeriana officinaliksen ge-
raniolisyntaasigeeniä. Kun linjojen metaboliitteja 
analysoitiin SPME-GC-MS:n (solid-phase micro-
extraction-gas chromatography-mass spectrome-
ter) avulla, linjojen todettiin tuottavan geraniolia, 
geraniaalia sekä tämän johdannaisia. Karvajuurten 
metaboliitteja tarkasteltiin myös NMR-analyysien 
(nuclear magnetic resonance analysis) avulla siten, 
että saatu NMR-aineisto prosessoitiin erilaisten vi-
suaalisten ohjelmien avulla (principal component 
analysis, PCA; partial leasts squares discriminant 
analysis, PLS-DA; Locida). Vain Locida-bioinfor-
matiikkaohjelman (Virkki ym. julkaisematon työ) 
avulla käsitellyt aineistot erottivat eri näyteryhmät 
siten, että pieniä eroja primääriaineenvaihdunta-
tuotteissa saatiin esiin. Kromatografisilla mene-
telmillä havaittiin, että karvajuuret tuottivat gera-
niolia jopa 31.1 µg/g kuivapainoa kohti. Sen lisäksi 
näytteistä löytyi erilaisia geraniolin ja hydroksige-
raniolin pentoosi- ja heksoosisokerikonjugaatteja.  

Paras geraniolintuottajalinja valittiin kokeeseen, 
jossa kasvatusmittakaava nostettiin kahden litran 
bioreaktoriin. Bioreaktorikasvatukset tehtiin wave
-tyyppisessä sekä ympyräravistellussa bioreaktoris-
sa. Eroja kasvun tai geraniolituoton suhteen näissä 
kertakasvatuksissa ei ollut. Kun karvajuuria kasva-
tettiin syöttämällä uutta kasvualustaa kasvatuksen 
aikana, biomassa kasvoi 56 prosenttia enemmän 
kuin kertatyyppisessä kasvatuksessa. Geraniolin-
tuottoon syötöllä ei ollut vaikutusta. Tämän jäl-
keen kasvatus tehtiin vielä 20 litran mittakaavassa 
wave-bioreaktorissa, jonka tuloksena geranioli-
tuotto kasvoi 23–25 prosenttia verrattuna kahden 
litran kasvatukseen. 

Eräs tapa geraniolin tuoton lisäämiseksi on es-
tää sen hapettumisreaktioita muun muassa gera-
nialiksi tai muiksi johdannaisiksi, koska näiden 
johdannaisten määrä on yli kaksinkertainen ge-
raniolin pitoisuuteen verrattuna karvajuurissa. Ei 
kuitenkaan ole selvää, onko geraniolin hapettumi-
nen entsymaattisen toiminnan tulosta, vai tapah-
tuuko reaktio spontaanisti. Lisätutkimuksia tämän 
asian selvittämiseksi tarvitaan. Tässä tutkimukses-
sa havaittiin, että suuri osa geraniolia oli solun 
sisällä, todennäköisesti vakuoliin pakkautuneena, 
glukosidimuodossa. Glukosidaasien avulla vapaan 
geraniolin määrää voitaisiin mahdollisesti lisätä. 
Toisaalta taas vapaa geranioli on ei-polaarinen yh-
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Tuotantosysteemi Biomassa 
(± keski-hajonta)

Kasvatus-
aika 
(päivä)

Biomassan 
tuotto 
g/päivä

Geraniolin 
määrä (µg/g 
tuorepaino 
 ± keski-hajonta)

Geraniolin tuotto 
(µg/g tuorepaino/ 
päivässä 
 ± keski-hajonta)

Mullassa kasvatetut
tupakkakasvit

275,3±17,2a 45 6,1 15,8±1,6 0,3±0,04

Hydroponisesti liuoksessa 
kasvatetut tupakkakasvit

114,3±9,4a 45 2,5 16,5±0,6 0,4±0,01

Hydroponisesti vuorivillassa 
kasvatetut tupakkakasvit

314,5±25,7a 45 7,0 15,5±0,3 0,3±0,01

In vitro kasvatetut 
tupakkakasvit

9,9±0,7a 63 0,2 48,3±10,2 0,8±0,16

Ohimenevä ilmentäminen 
Nicotiana benthamianan 
lehdissä

92±10,3a 54 1,7 27,2±6,7 0,5±0,09

Tupakan solususpensio-
viljelmä

10,9±1,7b 9 60,6d 16,1±0,3 1,8±0,04

Tupakan karvajuuriviljelmä 144±7,1c 21 6,9d 8,8±0,1 0,4±0,01

diste, jonka kerääntyminen soluseinään on riippu-
vainen soluseinän lipidipitoisuudesta. 

Tämän työn tulokset osoittavat, että geneetti-
sesti muokattuja tupakan karvajuuriviljelmiä voi-
daan käyttää geraniolin tuottamiseen. Geraniol 
esiintyi ainakin kuudessa eri glykosidi-muodossa, 
ja vapaan geraniolin määrä antoi vain suuntaa 
kokonaistuotosta. Tuotto 20 litran mittakaavassa 
onnistui, ja geraniolia saatiin tuotettua milligram-
mamääriä. 

Erilaiset kasviperäiset 
tuottosysteemit geraniolin 
tuottajina (Vasilev ym. 2014)

Työn tarkoituksena oli vertailla eri kasviperäisiä 
tuotantosysteemejä geraniolin tuoton suhteen. 
Valitut tuottajat olivat kokonainen siirtogeeninen 
tupakkakasvi mullassa kasvatettuna, sama kasvi 
hydroponisesti viljeltynä kahdella eri tekniikalla 
(suoraa kasvuliuoksessa tai vuorivillassa) sekä kei-
notekoisella alustalla aseptisesti purkissa (in vitro), 

ohimenevästi geeniä ilmentävä Nicotiana bentha-
mianan lehti, tupakan solususpensioviljelmä sekä 
karvajuuriviljelmä. Kaikkiin kasvi- sekä viljelmä-
tyyppeihin siirrettiin sama Valeriana officinaliksen 
geraniolisyntaasigeeni tai sitä ilmennettiin ohime-
nevästi N. benthamianan lehdissä. Kasveissa synteti-
soitu geranioli on pääasiassa sokerikonjugaatteina. 
Mikäli katsottiin vain geraniolin määrää (µg/g) tuo-
repainoa kohti, eniten geraniolia oli kokonaisissa 
in vitro -kasvatetuissa kasveissa (48 µg/g tuore-
painoa). Kunkin tuottosysteemin kokonaistuotta-
vuus saadaan ottamalla huomioon myös biomas-
san määrä sekä viljelyaika. Paras tuottavuus saatiin 
solususpensioviljelmillä (1,8 µg geraniolia / g tuo-
repainoa / päivä; Taulukko 1), joita voidaan hyödyn-
tää myös suuremman mittakaavan bioreaktori
viljelyissä kontrolloiduissa olosuhteissa. Suuren 
tuottavuuden lisäksi tämä menetelmä on taloudel-
lisesti kannattava ja riippumaton ympäristöolosuh-
teista. Solususpensioviljelmien tuottavuutta voi-
daan vielä mahdollisesti parantaa kasvualustan ja 
prosessin optimoinnilla. Taulukko 1.

Taulukko 1. Erilaisten kasviperäisten tuotantosysteemien vertailu 
geraniolin tuoton suhteen (muokattu Vasilev ym. 2014 artikkelista)

ag tuorepainoa / kasvi
bg tuorepainoa / 20 ml kasvatus

cg tuorepainoa / litran kasvatus
dg/päivä/litra
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eri tieteenaloja edustavat johtavat eurooppalaiset 
laboratoriot, minkä ansiosta osaaminen ja resurssit 
nostivat konsortion kansainvälistä merkittävyyt-
tä. Lisäksi projektissa mukana olleiden yrityspart-
nereiden osallistuminen edistää eurooppalaisen 
alalla toimivan teollisuuden kilpailukykyä. 

Summary

Plant biotechnology for production 
of complex and high-value  
drug compounds
Plants produce small molecular weight compounds, 
so-called secondary metabolites, some of which 
are very valuable. VTT Technical Research Centre 
of Finland Ltd. co-ordinated an EU-funded pro-
ject “SmartCell – Rational design of plant systems 
for sustainable generation of value-added indust-
rial products” during 2009–2013, where the aim 
was to create completely new concepts for ratio-
nal engineering of plants for production of econo-
mically valuable compounds for industrial needs. 
SmartCell focused on terpenes, which have many 
important biological activities and they typically 
are compounds, which are difficult to produce via 
chemical synthesis or their abundance in nature 
is low. In this project, metabolic engineering met-
hods were developed in plants and plant cell cultu-
res and the most important scientific and techno-
logical impacts were related to mapping the four 
previously unknown steps in terpenoid indole alka-
loid pathway up to secologanin, an important inter-
mediate leading to biosynthesis of complex dime-
ric alkaloids. During the SmartCell project many 
innovations were created which will have impact 
on future R&D programs, because these methods 
enable the rationalisation of other metabolic engi-
neering strategies. By focusing readily scalable 
technologies such as transgenic plants, hairy roots 
and cell suspension cultures it was demonstrated 
that these technologies can be scaled up without 
losing the productivity. Similarly, exploiting these 
methods the use of environmentally harmful pro-
cesses can be reduced. SmartCell project has also a 
major impact on plant metabolic engineering rese-
arch community, because the gene bank, metabo-
lomics/metabolic pathway database, compound lib-
rary and cell collection are all open for the use of 
other researchers and industry.

Yhteenveto

SmartCell-projektin tavoitteena oli kehittää uusia 
menetelmiä kasviperäisten arvokkaiden meta
boliittien tuottamiseksi. Projektissa keskityttiin 
terpeeneihin, jotka ovat tyypillisesti yhdisteitä, 
joita on vaikea tuottaa synteettisin keinoin tai nii-
den esiintyminen luonnon kasveissa on vähäistä. 
Projektissa kehitettiin metaboliamuokkauskeinoja 
kasveissa ja kasvisoluviljelmissä, jonka tuloksena 
tärkeiden terpenoidien biosynteesiä voitiin selvit-
tää ja sen myötä pystyttiin identifioimaan biosyn-
teesireitille osallistuvia geenejä, entsyymejä ja väli-
tuotteita, monimutkaisia säätelyjärjestelmiä sekä 
entsyymien ja välituotteiden lokeroitumista. Tär-
keimmät tieteelliset sekä teknologiset vaikutuk-
set liittyivät terpeeni-indolialkaloidireitin kar-
toittamiseen neljän aiemmin tuntemattoman 
geenin osalta sekologaniiniin – tärkeään välituot-
teeseen, joka johtaa monimutkaisten dimeerialka-
lodien tuottoon asti. Projektin tiimoilta kehitettiin 
useita tuottosysteemejä geraniolin ja 8-hydrok-
sygeraniolin, tärkeiden aromi- ja tuoksuyhdistei-
den, aikaansaamiseksi. SmartCell-projektin kulu-
essa syntyi useita innovaatioita, joilla tulee olemaan 
merkitystä tulevaisuuden tutkimus- ja tuotekehi-
tysohjelmissa, koska näillä menetelmillä voidaan 
rationalisoida muita metaboliamuokkausstrate-
gioita. Tällaisia ovat esimerkiksi yhdistetty trans-
kriptomiikka/metabolomikkaohjelma, jolla voi-
daan nopeasti identifioida entsyymiaktiivisuuksia, 
uudet bioinformatiikkamenetelmät sekvenssiana-
lyyseihin ja rakenne-funktio-seulontaan sekä uudet 
menetelmät useiden geenien yhtäaikaiseen trans-
formaatioon mahdollistaen monimutkaisten reit-
tien siirron kasveihin. 

Näiden suorien vaikutusten lisäksi on tärkeä 
huomioida SmartCell-projektin mahdolliset laa-
jemmat vaikutukset teollisuuteen, terveystekno-
logioihin sekä ympäristöön. Käytimme tutkimus-
materiaalinasiirtogeenisiä kasveja, karvajuuria sekä 
suspensioviljelmiä, joita kaikkia voidaan kasvattaa 
teollisuusmittakaavassa. Projektissa osoitimme, 
että mittakaavan nosto ei huonontanut saantoa ja 
samalla voidaan vähentää ympäristölle haitallisten 
prosessien käyttöä. SmartCell-projektilla on myös 
merkittävä rooli kasvien metaboliamuokkauksen 
tutkimusyhteisölle, koska geenipankki, metabo-
lomiikka/reitti-tietokanta, yhdistekirjasto ja solu
kokoelma ovat avoimia muiden tutkijoiden ja teol-
lisuuden käyttöön. SmartCell-projekti toi yhteen 
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Summary

Microbial biofilms are defined as aggregated, often sessile, bacteria which differ from free floating cells by 
slow growth and tolerance to antibiotics and immune cells. Potent drugs are desperately needed to coun-
teract bacterial biofilm infections, especially those caused by Gram-positive organisms, such as Staphy-
lococcus aureus. Moreover, anti-biofilm compounds/agents that can be used as chemical tools are also 
needed for basic in vitro or in vivo studies aimed at exploring biofilms behavior and functionability. Over 
the past years, several large pharmaceutical companies have failed in finding new antimicrobials when 
using combinatorial libraries, which are known to follow Lipinski’s “rule-of-five” (Ro5). Drug compounds 
do not always fall within the Lipinski’s Ro5, and it has been stated that most natural based compounds 
as well as antimicrobials are clearly exceptions to the rule. Since biofilms are the most common bacterial 
lifeform in nature, it seems logical that also natural anti-biofilm compounds with optimized structures 
would have evolved among natural organisms. However, to undertake the anti-biofilm exploration of nat-
ural products (NPs), suitable screening platforms need to be applied. Here we will discuss current advances 
on anti-biofilm approaches and how they can be used to investigate NPs. 

Keywords: anti-infectives, natural products, bacterial biofilms, drug discovery, anti-biofilm
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CLINICAL NEEDS

It is estimated that over 65% of microbial infections 
are biofilm-mediated, e.g., otitis media, urethri-
tis, osteomyelitis, cystic fibrosis (CF), dental caries 
and periodontitis, conferring biofilms a high clini-
cal relevance (Tortora et al. 2014a). In particular, 
biofilms are claimed responsible for a major pro-
portion of hospital-acquired infections, especially 
those occurring in medical devices (Otto 2013). A 
predicted increase in the elderly population will 
drive a larger demand for medical devices, such as 
those needed for support or restoration of human 
functions (i.e., catheters, prosthetic joints), perma-
nent implants or even tissue-engineered devices, 
all of which are susceptible to biofilms infections. 
Furthermore, biofilms are challenging to diagnose 
since the sampling and recovery of biofilms from 
tissues is difficult (Tapiainen et al. 2010). 

Biofilm infections are often difficult or impos-
sible to eradicate with currently existing antibio-
tics (Parsek and Singh 2003). In fact, the use of 
antibiotic therapy against biofilms usually removes 
the symptoms caused by the released planktonic 
bacteria, but fails to eradicate the existing biofilm 
(Costerton et al. 1999). Cases have been reported 
where biofilms have survived despite several yea-
rs of aggressive antibiotic therapy (Stoodley et al. 
2011). After discontinuation of an antibiotic regi-
men, the remaining biofilm can cause recurrent 
infections (Donlan and Costerton 2002). As a re-
sult, biofilms need to be surgically removed. This, 
in turn, increases the likelihood for the occurrence 
of a new infection due to the repeated use of medi-
cal devices during hospitalization (i.e. cathethers, 
implants, valves, etc.). This clearly leads to a ne-
gative infection cycle that can be very difficult to 
overcome. 

One example of a clinically relevant biofilm-
forming microorganism is the Gram-positive 
bacterium Staphylococcus aureus. One fifth of the 
Finnish population has S. aureus colonizing their 
nasal cavities (Lumio 2013). S. aureus causes osteo-
myelitis (Jabra-Rizk et al. 2006), infections of the 
skin (Lumio 2013), as well as sepsis upon invasion 
in the bloodstream. Methicillin-resistant S. aure-
us (MRSA), also resistant to other penicillins and 
cephalosporins, causes infection epidemics in hos-
pitals worldwide (Lumio 2013). To add severity to 
this scenario, it has to be considered that even sus-
ceptible S. aureus strains can become highly tole-

rant to antibiotics when they switch to the biofilm 
lifestyle. 

Although Finland is regarded as a country with 
a very low rate of severe hospital-acquired infec-
tions, it has been estimated that around 45 000 
hospital-acquired infections occur annually, and 
about 6% of all patients get at least one infecti-
on while being hospitalized (Kanerva et al. 2009, 
Kanerva et al. 2012). Many of them originate in a 
biofilm-mediated infection caused by S. aureus. In 
fact, a significant proportion of hospital-acquired 
bloodstream infections in Finland are caused by 
Staphylococcus spp. (Huttunen et al. 2015). World-
wide, Staphylococcus aureus, together with S. epi-
dermis are responsible for more than half of prost-
hetic device-associated infections (Fluckiger et al. 
2005).

BACTERIAL BIOFILMS

Definition
One of the most ground-breaking advancements 
of the microbiological research during the past 40 
years has been the recognition of bacterial biofilms 
as the predominant bacterial lifestyle instead of 
single cell bacteria. The single-cell state (so-called 
planktonic) associates with acute infections that are 
generally treatable with antibiotics, while biofilms 
are deemed responsible for chronic pathologies 
that are recalcitrant to chemotherapy. The most 
used definition of biofilms, proposed by Costerton 
et al. 1999, stated that biofilms could be defined a 
structured community of microbial cells enclosed in 
a self-produced polymeric matrix that is adherent to 
an inert or living surface. However, recent investi-
gations have proven that the surface attachment 
should not be considered anymore a pre-requisite 
for biofilms to be formed. Nonattached bacterial 
aggregates or communities have been identified in 
the lungs of cystic fibrosis (CF) patients (Bjarnsholt 
et al. 2009), in chronic wounds (Kirketerp-Møller et 
al. 2008) and in middle ear infections (Homøe et al. 
2009), among others. 

Regardless of the presence of the surface, for-
mation of biofilms in all cases have been shown to 
involve adhesion to fellow bacteria into aggregates 
that are embedded in a biopolymeric matrix. They 
differ from the planktonic lifestyle in two key as-
pects: i) they have a higher tolerance to antibiotics 

©  DOSIS  VOL.33 n:o 03/2015 © Suomen Farmasialiitto ry42



and ii) a higher tolerance to polymorphonuclear 
leukocytes (PMNs). This has therefore prompted 
the need to redefine biofilms as: aggregated, often 
sessile bacteria, which differ from free floating cells by 
slow growth and tolerance to antibiotics and immune 
cells (Alhede et al. 2011). 

In the field of microbiology, planktonic cells have 
traditionally been the focus of interest. The signifi-
cance of biofilms surged during the late 1900’s, and 
it has been followed by intense investigations on 
the relevance of these microbial communities for 
the environment and in industrial settings. Howe-
ver, their role on human health and its impact in 
pharmaceutical sciences has been more neglected. 
Biofilms can consist of a single or several microbial 
species, also called multi-species biofilms (Tortora 
et al. 2014a). Formation of bacterial biofilms inclu-
des four main phases described in Figure 1. 

1) Attachment	 2) Accumulation	 3) Mature biofilm	 4) Detachment

Dispersal

Planktonic cells

Figure 1. 
Biofilm lifecycle described through the four different phases (modified from Otto 2008). At the initial phase, most 
planktonic bacteria attached to some abiotic or biotic surface (Phase 1), although this is not a pre-requisite. Attachment 
is followed by bacterial aggregation to fellow bacteria and proliferation (Phase 2). During this phase, the bacteria begin 
to produce extracellular polymeric substances (EPS, matrix or slime), which surrounds the bacterial community, leading 
to a complex that can eventually be considered a mature biofilm (Phase 3). A mature biofilm exhibits a mushroom-like 
structure with intermittent channels, which offer nutritional access to lower bacterial layers and an excretion route of 
toxic waste. During the final phase, bacteria are detached from the mature biofilm and returned into the planktonic 
phase (Phase 4). After detachment, bacteria can disseminate to other sites for further colonization. Detached cells 
have been shown to transition to a more virulent stage (called “dispersed” stage) before returning to the planktonic 
phase (Chua et al. 2014). Convective dissemination occurs with the aid of water flow in nature and many industrial 
settings. In the human body, the dissemination can occur via the lymphatic system or the blood stream. 

  
Structure and functional characteristics 
of bacterial biofilms
The self-produced matrix is a barrier between bac-
teria and their external environment (Steinberger 
and Holden 2005) and it encloses the bacterial cells 
(Costerton et al. 1999), keeping them in very close 
proximity (Figure 1). The composition of the biofilm 
matrix varies between and even within species, but 
mostly consists of a tight network of lipopolysac-
charides, extracellular DNA and proteins. The mat-
rix serves as a physical barrier inhibiting entrance 
of harmful agents (Costerton et al. 1999), but also 
protects the biofilm from dehydration and prevents 
the nutrients from escaping out of the cell (Tortora 
et al. 2014b). 

Biofilms have an inherently high tolerance 
against external threats: humidity, osmotic pressu-
re, mechanical stress (Otto 2013), heat, UV radia-
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tion (Cos et al. 2010), disinfectants (Tortora et al. 
2014c), antimicrobial agents and the host immune 
system (Costerton et al. 1999). For example, the 
required antimicrobial agent concentration for 
biofilm destruction has been shown to be up to 
1000-fold in comparison to planktonic bacteria. 
Many explanations for this tolerance have been 
suggested (Bjarnsholt et al. 2013). One hypothesis 
suggests that antibiotics fail to penetrate into their 
targets inside biofilms since the matrix inhibits the 
diffusion of antibiotics. According to a second ex-
planation, antibiotic susceptibility is dependent on 
bacterial metabolic state. Bacteria in biofilms are 
metabolically in different states due to an existing 
gradient of nutrient availability. Hence, in some 
biofilm regions, for instance in the core of the 
biofilm, bacteria are deprived of oxygen and live 
in a slow growing, metabolically less active state. 
Bacteria in this state are not as susceptible to anti-
biotics, which predominantly inhibit the processes 
of metabolically active cells (Otto 2008). Biofilms 
also exhibit a very high population heterogeneity 
that includes a subpopulation of phenotypically 
different cells, called persisters, which are tolerant 
against antimicrobial therapies (Otto et al. 2008). 
Thus, it is likely that biofilm resilience arises from 
a combination of the presently suggested and ot-
her, yet unknown, mechanisms.

METHODS USED FOR BIOFILM 
RESEARCH

Biofilm models and assays
Most of the antimicrobial compounds and their 
research methods have been developed for plankto-
nic bacteria, despite the fact that most bacteria live 
in biofilms, and most chronic infections are usually 
due to biofilms, not planktonic bacteria. The uni-
que features of biofilms require the development of 
reliable and specific research methods, which dif-
fer from those optimized for planktonic bacteria 
(Donlan and Costerton 2002, Cos et al. 2010). Due 
to that, over the last years, efforts have been invested 
in developing anti-biofilm test methods (i.e., Pee-
ters et al. 2007, Sandberg et al. 2008). Ideally, a met-
hod should be rapid, reliable, simple, reasonable in 
terms of cost and compliant to automation from the 
perspective of screening large or small compound 
libraries. Models of biofilms in liquid and solid-state 
have been implemented with various types of assays 
(Table 1). To select the appropriated one, the research 

question is typically taken into account as the main 
selection driver (Buckingham-Meyer et al. 2007).

The American Society for Testing of Materials 
(ASTM) is the standards developing organizati-
on that has pioneered most efforts in the field of 
anti-biofilm assays. The currently standardized 
methods have been primarily developed for Pseu-
domonas aeruginosa, and are roughly divided into 
two culture modes: continuous and batch cultures. 
Continuous culture reactors include the Drip Flow 
Biofilm Reactor, the Rotating Disk Reactor and the 
CDC Biofilm Reactor. In these cases, a continuous 
flow of the medium ensures that fresh nutrients are 
always present (Merritt et al. 2005). On the other 
hand, in batch cultures, there is a fixed volume of 
nutrients, and bacteria may encounter nutritional 
shortage, exhaustion or space limitations. Two 
examples are the MBEC Assay (standardized by the 
ASTM) and the widely applied microtiter well pla-
tes. All methods need to be optimized for different 
bacterial biofilms separately, since even strains of 
the same bacteria may show differences in the mat-
rix compositions, and thereby different susceptibi-
lities against chemical insults. 

A platform for anti-biofilm exploration studies 
based on multiple biofilm stainings
For exploration studies of anti-biofilm activity, par-
ticularly suitable to NPs, we have developed a plat-
form that combines assays to quantify the viabi-
lity, biomass and matrix of the biofilm (Sandberg 
et al. 2008, Sandberg et al. 2009, Skogman et al. 
2012). The anti-biofilm effect of a chemical com-
pound can be evaluated by staining biofilms with 
different indicators (i.e. fluorescent or photomet-
ric dyes) and measuring or imaging the resulting 
signal, as exemplified in Figure 2.

The quantification of the viability, biomass and 
matrix of the biofilms is performed using three se-
parate phenotypic assays (Figure 3). In conjunction, 
they can be applied for examining preventive (pre-
exposure) as well as destructive effect on pre-for-
med biofilms (post-exposure). In the first two as-
says, all compounds are screened for effects on two 
different endpoints simultaneously: the viability 
and the whole biofilm biomass produced. In the 
the first case, the redox stain resazurin is used. Re-
sazurin (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one-10-oxi-
de) is non-fluorescent and blue in its oxidized state 
and can be reduced by metabolically active cells to 
resofurin, which is highly fluorescent and pink. In 

©  DOSIS  VOL.33 n:o 03/2015 © Suomen Farmasialiitto ry44



Biofilm model Culture Substratum Fluid shear Material 
examination Advantages

Liquid culture

CDC 
Biofilm 
Reactor

Continuous Various High Possible
ASTM Standard 

Method

Liquid culture

Rotating 
Disk 

Reactor
Continuous Various Moderate Possible

ASTM Standard 
Method

Liquid culture

Drip Flow 
Biofilm 
Reactor

Continuous Various Low Possible
ASTM Standard 

Method

Liquid culture

MBEC 
Assay

Batch 
culture

Plastic pegs Low
Yes, but limited 
by well space

Rapid, HTS, 
ASTM Standard 

Method

Liquid culture

Well plate 
assays

Batch 
culture

Plastic No/Low
Yes, but limited 
by well space

HTS, fairly 
cheap, user-

friendly

Solid culture
Static 

Biofilm 
method

Batch 
culture

Various No Possible

Inexpensive, 
removable 
coupons, 
versatile

Table 1. 
Assays used to model biofilms in solid and liquid state (modified from Blomqvist 2014). ASTM International (American 
Society for Testing and Materials) is one of the largest international organizations developing and providing standard 
methods. There are five ASTM standardized methods for growing (and treating in MBEC Assay) biofilms: CDC Biofilm 
Reactor (ASTM International Standard E2562-12), Rotating Disk Reactor (ASTM International Standard E2196-12), Drip 
Flow Biofilm Reactor (ASTM International Standard E2647-08), MBEC Assay (ASTM International Standard E2799-11) 
and Single Tube Disinfection (ASTM International Standard E2871-13). Rotating Disk reactor figure from (Biosurface 
Technologies Corporation Websites, accessed March 6th 2015). Pictures of the CDC and the DFR were kindly provided 
by Dr. Darla Goeres (Center for Biofilm Engineering, USA). The abbreviation HTS indicates high throughput screening.

the second case, crystal violet is used, which is a 
cationic dye that interacts with to the negatively 
charged polysaccharides on the outher surface of 
Staphylococcus spp. The stained biofilms are dis-
solved in ethanol and can be quantified by measu-
ring the turbidity of the resulting purple alcoholic 
solution. Only compounds with inhibitory effects 
on the first two assays are then taken further for 
examining their effects on the biofilm matrix. This 

third assay is based on the specific binding of the 
wheat germ agglutinin-Alexa Fluor 488 fluorescent 
conjugate (WGA) to poly-N-acetylglucosamine 
(PNAG) residues present in the typical matrix of 
Staphylococcus spp. biofilms (Skogman et al. 2012). 

The combination of these three assays provides 
the overall picture of the anti-biofilm effects of 
compounds, which is needed to assess their long-
term chemotherapeutic effects. Other authors and 
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Figure 2. 
Staphylococcus aureus biofilms, 
stained with fluorescent probes and 
imaged with fluorescence micros-
copy (FM): a) in this staining, based 
on SYTO® 9 and propidium iodide 
(LIVE/DEAD® BacLight™), Syto 9 is 
used to label all bacteria (green 
staining) while propidium iodide can 
only penetrate into bacteria with 
damaged membranes, concurrently 
causing a reduction of SYTO® 9 
fluorescence and staining dead cells (red staining); b) biofilm matrix stained with a wheat agglutinin-Alexa 488 conju-
gate (WGA) that labels the poly-N-acetylglycosamine residues of the S. aureus matrix (shown as the green network).

Liquid culturing of 
bacteria to exponential 

phase 37°C, 
200 rpm shaking

PRE-EXPOSURE
Exponential phase bacteria 

+ compound
18h, 37°C, 200 rpm shaking 

POST-EXPOSURE
Exponential phase bacteria
18h, 37°C, 200 rpm shaking

Not active 
cpd

Active cpd + compound
24h, 37°C, 200 rpm shaking

Staining the biofilms for 
quantification of the

VIABILITY 
(with 

RESAZURIN 
staining)

BIOMASS
(with 

CRYSTAL 
VIOLET 
staining)  

MATRIX
(with WGA
 staining)

(only for 
positive hits)

Not active 
cpd

Active cpd

Staining the biofilms for 
quantification of the

 
VIABILITY, BIOMASS & 

MATRIX

DAY 
1, 2

DAY 
3

DAY 
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Figure 3. 
Schematic representation of the 
anti-biofilm discovery platform 
developed in our group. Ab-
breviations: WGA: wheat germ 
agglutinin-alexa fluor 488 conju-
gate; cpd: compound. This dis-
covery platform consists of three 
assays for detection of viability, 
biomass and biofilm matrix in 
microtiter well plates aimed at 
identifying potent anti-biofilms 
against Staphylococcus aureus 
biofilms. The assays are run in 
two different exposure modes: 
pre-exposure (bacteria and 
compounds are added together) 
or post-exposure (compounds 
are added into pre-formed bio-
films). First, all compounds are 
screened for effects on two dif-
ferent endpoints simultaneously: 
the viability of the biofilm cells 
(using a redox stain, resazurin) 
and the whole biomass (cells 
and matrix) produced (using 
a general stain, crystal violet). 
These two assays have been 
developed to run on the same 
samples successively. Positive 
hits can then be followed up 
by investigating the effects on 
the biofilm matrix with a highly 
sensitive, albeit more expensive, 
alexa fluor-based fluorescence 
conjugate (WGA assay). To 
mimic other clinically relevant 
surfaces, i.e. catheters or other 
medical devices, biofilms can 
also be formed on polystyrene 
plates that are coated with fi-
brinogen and fibronectin, which 
are two typically abundant 
proteins in host cells and to 
which S. aureus contains several 
receptors (Shinji et al. 2011).
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also our group have shown that certain antibiotics 
can cause a significant decrease of biomass and 
viability, but leave the matrix unaffected (Toté et 
al. 2009) or even increase its production (Skogman 
et al. 2012). Leaving the matrix can be the cause of 
a re-emerging biofilm infection, as it can harbour 
latent cells and/or the pre-existing matrix can en-
hance attachment of new bacteria and promote 
biofilm formation. Thus, only the simultaneous 
measurement of the three endpoints can provide 
a realistic pre-clinical assessment of anti-biofilm 
lead candidates. 

To ensure that academic groups or biotech com-
panies can utilize this platform of methods for 
rapid identification of anti-biofilm activity as well 
as to provide mechanistic clues on possible mode-
of-actions, the performance of all screening assays 
included in the platform described are assured by 
means of statistical parameters (i.e. window coef-
ficient, signal-to-noise and signal-to-background 
ratios). The active NPs can be distinguished from 
non-active ones in well plate assays with the aid of 
a threshold value, or hit limit. A recent review con-
taining a description of these statistical parameters 
was published by Fallarero et al. (2014). 

NATURAL PRODUCTS AS SOURCES 
OF ANTI-BIOFILM COMPOUNDS

Pharmaceutical companies have failed in finding 
new antimicrobial drugs when screening large 
screening chemical libraries made with combina-
torial chemistry. Such libraries typically consist of 
synthetic compounds that fulfill the drug-like pro-
perties established by Lipinski et al. (2001), but they 
occupy a different, and narrower chemical space 
compared with NPs. 

Lipinski’s “Rule of Five” (Ro5) proposes that poor 
absorption after oral administration of a molecule 
is more likely to occur, if two or more of the follo-
wing is true: the molecule weight is greater than 
500 Da; the lipophilicity is high (log P > 5); there 
are more than 5 hydrogen bond donors (N or O 
atoms with one or more H atoms); there are more 
than 10 hydrogen bond acceptors (N or O atoms). 
Most synthetic compound in combinatorial lib-
raries would be, in principle, designed to comply 
with the Ro5 and ensure a high absorption after 
oral administration. However, it is known that an-
tibacterials do not generally follow Lipinski’s Ro5 
and it has been demonstrated that their physico-

chemical properties resemble better the ones of 
natural and naturally-derived scaffolds (Payne et 
al. 2007). Since biofilms are the most common bac-
terial lifeform in nature, it seems logical that also 
natural anti-biofilm compounds with optimized 
structures would have evolved among natural or-
ganisms. Thus, favouring anti-biofilm screening of 
NPs is a promising strategy to pursue. It is also pos-
sible that there is not one single active component, 
but rather a combination of several which provides 
the activity. The first mixture of compounds was 
approved for drug use in United States in 2007 and 
in Europe in 2010 (Mishra and Tiwari 2011). 

CASE STUDIES OF NATURAL 
PRODUCTS

Flavonoids, largely represented in the human diet, 
as they are present in plants, seeds and various food-
stuffs, is one of the most widely recognized groups 
of NPs, even outside the scientific community. In 
the field of anti-infectives, flavonoids have been 
reported to display antibacterial, antiviral, antipro-
tozoan and antifungal properties (Havsteen et al. 
2002, Alvesalo et al. 2006). Most of the studies per-
formed against bacterial infections have focused on 
suspended cells, with flavones, chalcones, flavonols, 
flavan-3-ols, flavanones and flavolans as the most 
successful flavonoid classes (Rauha et al. 2000, 
Cushnie and Lamb 2005, Cushnie and Lamb 2011). 
Since discrepancies among results from earlier anti-
bacterial studies on flavonoids had been noted, a 
large library of 500 flavonoids was screened against 
S. aureus biofilms using the same experimental con-
ditions and minimising sources of variations (Man-
ner et al. 2013). The produced body of data offered 
an improved methodological workflow for anti-bio-
film phenotypic screens of natural product libra-
ries. Further, it provided a large anti-biofilm bioa-
ctivity dataset for flavonoids, which paved the way 
for future structure-activity relationship (SAR) 
studies and structural optimizations. Two flavans 
(Figure 4 a,b) were identified as potent antimicrobi-
als against biofilms and suspended S. aureus and as 
representatives for more feasible antibacterial can-
didates, to be included in a new generation of phar-
maceuticals. More data are needed on their in vivo 
bioavailabilities and safety profiles, which will also 
benefit a better exploitation of NPs as drug leads.

One of the major defenses of coniferous plants is 
the secretion of oleoresin, which is a complex mix-
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ture of terpenoids consisting of turpentine (mono-
terpene and sesquiterpene) and rosin (diterpene) 
fractions. If the plant is injured, the turpentine acts 
as the solvent that transports compounds from the 
rosin fraction to the damaged site. Once exposed 
to atmospheric conditions, the volatile turpentine 
evaporates leaving the diterpenoid resin acids. The 
resin acids polymerize to form a chemical barrier 
that seals the wound while trapping insect inva-
ders and microbial pathogens (Hall-Stoodley et 
al. 2006). A complex mixture of diterpenoid resin 
acids is obtained in bulk quantities from industrial 
manufacture of cellulose using the Kraft process, 
and various resin acid mixtures are commercially 
available. The resin acids can also be obtained di-
rectly from the coniferous rosin. Representatives of 
this class of abietane-type diterpenoids are abietic 
acid, neoabietic acid, palustric acid, pimaric acid 
and isopimaric acid. Antibacterial effects of the di-

terpenoid resin acids have been studied against a.o. 
methicillin-resistant S. aureus strains (Singh et al. 
2000, Adair et al. 1999) and in particular of abieta-
ne-type diterpenes (Worthington  et al. 2012). Alt-
hough fewer studies on the anti-biofilm properties 
of these compounds exist, three compounds have 
been identified with such activities, i.e. 4-epi-pima-
ric acid (Samanta et al. 2011), salvipisone (Kumar 
et al. 2011), and (+)-dehydroabietic acid. (+)-De-
hydroabietic acid (Figure 4c) was identified from a 
collection of naturally-occurring abietane-type di-
terpenes and their derivatives (Fallarero et al. 2013) 
using the platform methodological workflow for 
anti-biofilm phenotypic screens described above.         
The anti-biofilm activity of (+)-dehydroabietic acid 
holds great promise as a chemical probe for in vit-
ro biofilm studies, and can be used as a potent po-
sitive control in biofilm studies. It also allows the 
revalorization of a previously neglected product 

6-chloro-4-(6-chloro-7- hydroxy-2,4,4-
trimethylchroman-2-yl)benzene-1,3-

dioland

4-(6-hydroxyspiro[1,2,3,3a,9a-
pentahydrocyclopenta[1,2-b]chromane-9,1’-

cyclopentane]-3a-yl)benzene-1,3-diol

(+)-dehydroabietic acid 11-triphenylsilyl-10,11-dihydrocinchonidine

a b

c d

Figure 4. 
Examples of the natural and naturally-inspired anti-biofilm compounds identified 
in our studies (Skogman et al. 2012b; Fallarero et al. 2013; Manner et al. 2013). 
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from the forest industry (wood rosin), which is a 
desirable strategy towards the discovery of more 
environmentally friendly biocides. 

Cinchona alkaloids are present in the bark of 
Cinchona species and include compounds reported 
to display a wide range of biological activities with 
quinine being one of the most studied as thera-
peutic agent with well-known effects as an anti-
malarial drug (Verpoorte et al. 1988; Ridley 2002). 
Quinine and its derivatives also display bactericidal 
effects against MRSA suspensions (Lv et al. 2007, 
Kharal et al. 2009). Quinine is a structural template 
for the quinolone antibiotics (Andersson and Mac-
Gowan 2003). Quinolone antibiotics have also been 
found to act against bacterial biofilms, although 
at higher concentrations (Lewis 2001, Chai  et al. 
2011). Cinchonidine, which differs from quinine by 
the lack of the methoxy group in the 6’-position of 
the quinoline aromatic ring system, has also been 
reported to display anti-malarial properties (Knau-
er et al. 2003), but much less is known of its anti-
bacterial effects. Using the platform methodologi-
cal workflow for anti-biofilm phenotypic screens 
described above, a small library consisting of cin-
chonidine, cinchonine and their close derivatives 
and analogues was explored for antimicrobial pro-
perties against the planktonic and biofilm lifestyles 
of S. aureus (Skogman et al. 2012b). As the outcome, 
the compound 11-triphenylsilyl-10,11-dihydrocin-
chonidine (11-TPSCD) (Figure 4d) was shown to pre-
vent biofilm development, which makes it already 
a promising natural-derived agent to pre-condition 
medically relevant surfaces. A comparative study to 
investigate the chemical space occupied by 11-TP-
SCD revealed that this compound occupies anot-
her “active” region different that the one typically 
populated by quinolone antibiotics, which could be 
worth exploring in future endeavors aimed at dis-
covering antibacterial compounds (Figure 5). 

FUTURE PERSPECTIVES

The platform developed for anti-biofilm research 
gives the potential to identify promising bioactive 
compounds with potential to display a long-term 
chemotherapeutic effect. The further application of 
this platform with different bacterial species allows 
identifying natural compounds that can penetrate 
bacterial membranes in both Gram-positive and 
Gram-negative organisms and act upon a variety 
of targets. Inclusion of clinically resistant strains is 

desirable on the goals of addressing emerging bac-
terial resistance. Follow-up studies to identify the 
intracellular targets are typically performed with 
promising bioactives.  

One presently investigated biofilm inhibition 
strategy involves the inhibition of quorum sen-
sing (QS), which is the density-dependent bacterial 
communication system. Bacterial synthases pro-
duce QS signals, which are called autoinducers. 
When these molecules accumulate in the environ-
ment and reach a critical concentration (quorum), 
they flow back into the bacterial cell, bind to their 
receptor and trigger the expression of virulence 
genes and biofilm formation (Tortora et al. 2014d). 
Each bacterial species has his own QS circuit and 

Figure 5. 
Three-dimensional representations of the chemical 
space occupied by a chemical library derived from 
chinchona alkaloids, in comparison with quinolone 
antibiotics. The mapping was done using ChemGPS-NP, 
which is a PCA-based navigation tool suited to identify 
biologically relevant chemical space, particularly for NPs 
(Larsson et al. 2007; Rosén et al. 2009). The solid yellow 
circle corresponds to cinchonidine and the red dot to the 
active anti-biofilm 11-TPSCD, whereas solid blue circles 
refer to non-active cinchona alkaloid derivatives and 
solid black circles to the 30 quinolone marketed drugs. 
The results were obtained using the first three dimen-
sions of ChemGPS-NP. The data can be interpreted as 
follows: size increases in the positive direction of PC1, 
aromaticity and conjugation-related properties increase 
in the positive direction of PC2, and compounds are 
increasingly lipophilic in the positive direction of PC3.
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in some cases they possess more than one. Dis-
ruption of the QS systems can generally be ac-
complished in three ways: QS inhibitors, quorum 
quenching enzymes (which neutralise the quorum 
signal) and quorum receptor antagonists. Upon in-
hibition of QS, the remaining planktonic bacteria, 
incapable of forming biofilms, are easier to eradi-
cate with antibiotics (Tapiainen et al. 2010). Thus, 
a future prospect is, for instance, to combine a QS 
inhibitor and an antibiotic in order to increase the 
performance of the regimen.

Different approaches for producing antimicro-
bial medical devices have been studied and most 
of them involve the use of coating solutions with 
known antibiotics that are added after the mate-
rials have been fabricated. We recently shown that 
the incorporation of the antimicrobial compound 
in the polymer carrier material used for 3D-prin-
ting of a model structure results in an inhibition 
of biofilm colonization (Sandler et al. 2014). This 
approach has opened up new avenues to manufac-
ture via 3D printing technologies, functional anti-
infective medical devices involving NPs. 

Another approach currently under research is 
to combine the pre-formulation information as 
early as possible, i.e., as part of the drug discovery. 
As an example we have been able to avoid the con-
version of an anti-infective isoflavonoid to a non-
active form (Hanski et al. 2014). Isoflavonoids are 
well-known naturally occurring phytoestrogens, 
but their therapeutic use is limited by their poor 
water-solubility and intense first-pass metabolism. 
For instance, the isoflavone biochanin A changes 
to genistein in the intestinal absorption. By deve-
loping a film formulation, biochanin A could be 
released and permeated through porcine buccal 
tissue without changing to genistein, which in this 
case would have diminished the desired anti-infec-
tive activity. These data indicates the feasibility of 
new alternatives for improving the bioavailability 
of similar compounds without the need for che-
mical modifications, which often affect the desired 
biological activity.

This review has presented evidences supporting 
the usefulness of exploring natural and naturally-
inspired sources for anti-biofilm compounds. Ad-
ditionally to herbal and other plant-based libra-
ries, microbial culture collections (e.g. the Finnish 
Arctic Microbes Culture Collection (ARMI), Män-
nistö and Häggblom 2006) and organisms from 
marine environments (Kiuru et al. 2014) are yet un-

explored to a large extent and would be of present 
interest for the drug discovery research of NPs-
based anti-infectives against bacterial biofilms.

TIIVISTELMÄ

Taistelu bakteeribiofilmejä vastaan: 
onko luonnosta peräisin olevilla 
infektiolääkkeillä potentiaalia?
Biofilmit ovat yleensä pinnoilla kasvavia, järjestäy-
tyneitä bakteeriyhdyskuntia. Biofilmi suojaa bak-
teereita sekä antibiooteilta että isännän immuuni
puolustukselta. Bakteerien kasvu biofilmissä on 
hidasta planktonisiin soluihin verrattuna. Uusia, 
tehokkaita lääkkeitä tarvitaan varsinkin gramposi-
tiivisten bakteerien, kuten Staphylococcus aureuksen 
aiheuttamien biofilmi-infektioiden hoitoon. Lisäksi 
antibiofilmiyhdisteillä, joita voidaan käyttää kemi-
allisina työkaluina tutkittaessa biofilmien muo-
dostumista ja toiminnallisuutta in vitro ja in vivo 
-olosuhteissa, on suuri tarve. Viime aikoina isojen 
lääkeyhtiöiden seulontaprojektit, jotka perustuvat 
Lipinskin viiden säännön (Lipinski’s “rule-of-five”) 
täyttävien pienmolekyylikirjastojen käyttöön, eivät 
ole tuottaneet uusia antimikrobiyhdisteitä. Kaikki 
lääkeaineet eivät täytä Lipinskin viiden säännön 
kriteereitä, ja etenkin luonnonyhdisteet ja antimik-
robiyhdisteet poikkeavat usein säännöstä. Koska 
suurin osa bakteereista elää luonnossa biofilmeinä, 
on loogista, että luonnossa esiintyvät organismit 
ovat kehittäneet luontaisia antibiofilmiaineita. Näi-
den yhdisteiden löytämiseksi tarvitaan sopivia seu-
lontamalleja. Artikkelissa käsitellään nykyisiä lähes-
tymistapoja antibiofilmiaineiden tutkimuksessa ja 
sitä, miten niitä voidaan käyttää luonnonaineiden 
tutkimukseen.  

Avainsanat: infektiolääkkeet, luonnonaineet, 
bakteeribiofilmit, lääkekehitys, antibiofilmi
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ABSTRACT

Scope: Ellagitannins are polyphenols abundant in strawberries, raspberries and cloudberries. The effects of 
a mixture of these berries were studied in subjects with features of metabolic syndrome. The study focused 
on cardiovascular risk factors, gut microbiota and ellagitannin metabolites. 

Methods and Results: Twenty subjects consumed 300 g of ellagitannin rich berries daily for 8 weeks in 
a randomized controlled trial. A control group, with twelve subjects, ate no berries. Most measured vari-
ables did not differ between the two study groups. However, minor positive alterations were observed in 
systolic blood pressure, LDL cholesterol, 8-isoprostane, TRAP and resistin. Statistical modelling of lipid 
profiles pinpointed a group of 20 lipids for sample separation, indicating that they may be responsible for 
known positive health effects of berries. Berry supplementation caused changes to microbiota in 35% of 
the subjects. All these changes were related to either Families of Ruminococcaceae or Lachnospiraceae, 
which are the main butyrate-producing bacteria in the human colon. A majority of the subjects in the 
berry group were identified as urolithin producers. 

Conclusions: Ellagitannin rich berry supplementation may have positive effects on serum lipid profiles 
and on gut microbiota, which might modify bioavailability of the berry ellagitannins. Future studies in 
humans are warranted.   

This study is registered at ClinicalTrials.gov as NCT01414647.

Keywords: berries, clinical trial, ellagitannins, lipidomics, microbiological profiling
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INTRODUCTION

In the Nordic countries berries are an important 
part of daily diet for many people. The northern-
most region, Lapland, is a favourable growth zone 
for cloudberry (Rubus chamaemorus), which pro-
duces an amber-coloured fruit. Cloudberry has 
also an economical importance. The food industry 
uses cloudberries in dairy and in bakery products, 
whereas the cosmetic industry utilises cloudberry 
seed oil. Red raspberry (Rubus idaeus) is a highly aro-
matic berry, and both cultivated and wild berries 
are widely consumed and used by the food indus-
try. These two berry species are also exceptionally 
rich sources of polyphenolic compounds called 
ellagitannins, which are complex derivatives of 
ellagic acid (Yoshida et al. 2009). Furthermore, gar-
den strawberry (Fragaria × ananassa), a well-known 
berry fruit cultivated worldwide in several coun-
tries, and the leader of the berry fruit markets (Strik 
and Zhao 2007), contains remarkable amounts of 
ellagitannins. In the Nordic diet ellagitannins are 
uncommon in foods with the exception of these 
berry species (Koponen et al. 2007).

Health effects of berries are currently inten-
sively studied. Numerous independent investiga-
tions have demonstrated that consumption of 
berries can promote health in humans and have 
led to increased public interest and awareness of 
their nutritional and therapeutical effects (Seeram 
2012). Both clinical observations and epidemiologi-
cal studies have shown that consumption of berry 
constituents, such as polyphenols, micronutrients 
and dietary fiber, is associated with reduced cardio-
vascular risk (Basu et al. 2010, Neto 2007). Howev-
er, most of the studies have focused on the effects 
of anthocyanins, which are the colourful phenolic 
compounds of berries. In these trials reviewed by 
Basu and Lyons (2012) coloured berries or berry 
extracts have demonstrated improvements in 
LDL oxidation, plasma antioxidant capacity, anti-
inflammatory activity, dyslipidemia and glucose 
metabolism in healthy subjects and also in those 
having metabolic syndrome, which is a complex of 
interrelated risk factors for cardiovascular disease 
and type 2 diabetes. Karsten et al. (2010) and Koleh-
mainen et al. (in press) have shown anti-inflamma-
tory activity of bilberry in subjects at increased risk 
of cardiovascular disease. 

In vitro evidence suggests that ellagitannins have 
a multimechanistic action in disease prevention 

(Giménez et al. 2012, Verzelloni et al. 2011, Adams et 
al. 2010, Sharma et al. 2010). In addition, our earlier 
in vitro studies have shown that berry ellagitannins 
inhibit the growth of many human intestinal patho-
gens (Puupponen-Pimiä et al. 2005, Nohynek et al. 
2006). However, in vivo evidence of the biological 
activity of berry ellagitannin compounds is not yet 
well-established (Larossa et al. 2010a and 2010b). In 
humans ellagitannins are not absorbed in the small 
intestine after consumption, but they reach the co-
lon, where they are transformed by the microbiota 
to urolithins (Cerdá et al. 2005b, Cerdá et al. 2004). 
These metabolites are absorbed from the colon and 
circulate in plasma at concentrations which may 
reach millimolar levels. Furthermore, they circu-
late as long as 72 hours after the ellagitannin intake, 
showing an enterohepatic re-circulation (Cerdá et 
al. 2005a). There are some reports of the effects of 
consumption of ellagitannin-rich berry fruit, main-
ly strawberry, on human health (Rao and Snyder 
2010, Henning et al. 2010), but human intervention 
studies using other berry fruits rich in ellagitannins, 
like raspberries or cloudberries, have been studied 
less commonly (Larossa et al. 2010a).

The aim of the present study was to investigate 
the effects of a mixture of ellagitannin rich berries 
on cardiovascular risk factors, gut microbiota and 
metabolism of ellagitannin compounds on subjects 
with the features of metabolic syndrome using a 
randomized controlled trial.

SUBJECTS AND METHODS

Subjects
Thirty-eight male and female volunteers were 
recruited with announcements in local newspa-
pers. At screening, the health status and medical his-
tory of the volunteers were assessed by an interview 
and by laboratory measurements including routine 
hematological parameters, thyroid function (serum 
thyroid stimulating hormone), liver function (serum 
alanine aminotransferase, gamma glutamyltrans-
ferase and alkaline phosphatase), and kidney func-
tion (serum creatinine and urine albumin). Height, 
weight, waist circumference, blood pressure, and 
fasting plasma glucose and lipids were measured. 
Volunteers with lipid lowering medication were 
excluded. The inclusion criteria were overweight 
(BMI 26-39 kg/m2), elevated fasting plasma glu-
cose in the absence of diabetes (5.6-6.9 mmol/l) 
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and/or abnormal serum lipid concentration (fast-
ing serum triglyceride concentration >1.7 mmol/L, 
fasting serum HDL cholesterol <1.0 mmol/L (males) 
or <1.3 mmol/L (females), waist circumference >102 
cm (males) or >88 cm (females), and blood pressure 
>130/85 mmHg (Adult Treatment Panel III criteria 
with AHA modification (12;13). In the berry group 
there were 6 subjects and in the control group 9 sub-
jects with regular medication.

The study was conducted according to the guide-
lines laid down in the Declaration of Helsinki and 
all procedures involving human participants were 
approved by the Research Ethics Committee of 
the Hospital District of Northern Savo (Finland). 
Written informed consent was obtained from all 
participants. 

Study design
The study was a randomized controlled 16-week 
intervention trial with 2 treatment groups (berry and 
control group with normal diet (Kolehmainen et al. 
in press) (Figure 1). The randomization was carried 
out according to gender, age, BMI and fasting plasma 
glucose concentration. Intervention was preceded by 
a 4-week baseline period, during which the subjects 
followed their normal diet, with the exception that 
only 1 deciliter of berries per day was allowed. The 
dietary intervention lasted for the following 8 weeks. 
The dietary modification was followed by a 4-week 
recovery period, during which subjects in the berry 
group returned to their normal diet with restriction 
of the berry consumption. There were altogether five 
laboratory visits, at the beginning of baseline period 
(-4 week, A) and intervention period (0 week, B), at 
the midpoint (4 week, C) and end of intervention 
period (8 week, D) and at the end of recovery period 
(12 week, E). During these laboratory visits, 12h fast-
ing blood samples, urine and faecal samples were 

collected, body composition measurements, and 
compliance checks were done. 

Intervention diets
This study followed the principles published else-
where (Kolehmainen et al. in press), but described 
here shortly. The subjects of the berry group ate their 
normal daily diet, where 300 g of berries substituted 
equally all sources of the carbohydrates (such as 
fruits, other berries, breads, and other cereal prod-
ucts). The diet was counseled by the trained nutri-
tionist, and it was based on the habitual diet of the 
participants. The berry products were strawberry 
purée, frozen raspberries and frozen cloudberries, 
and 100 g of each berry product were included in 
the diet. It was recommended that berries were eaten 
as such, and not to be cooked. Reasonable amount of 
sugar was allowed to be added on the berries.

The strawberry purée contained 15% granulated 
sugar and 1% mixture of guargum and carob as pre-
cipitant, and no other ingredients. Raspberries and 
strawberry purée were obtained from Pakkasmarja 
Ltd. (Suonenjoki, Finland), and cloudberries from 
Lapin Liha Ltd. (Rovaniemi, Finland). The subjects 
of the control group consumed their normal diet, 
which was allowed to contain occasionally not more 
than 1 dl berries per day, corresponding to 30-60 g of 
fresh berries.

For measurement of compliance the subjects kept 
daily records of the number of portions of test ber-
ries eaten and the quantity, quality, and frequency 
of other berries that were eaten. Four-day food re-
cords, which included one weekend day, were kept 
by the subjects before the intervention and twice 
during weeks 3 and 6. The 4-d food records were an-
alysed based on the food records and daily records 
of berry consumption using the Micro Nutrica® pro-
gram version 3.1 (Finnish Social Insurance Institute, 
Turku, Finland), which includes a database of Finn-
ish foods.

Of the 38 subjects who started the intervention 
period, 32 completed the study. All the subjects in 
the berry group (n= 20) completed the study, and the 
six drop-outs were in the control group (final n= 12). 

Polyphenol analyses of berries
Phenolic content and composition of the berries 
and berry purée were quantified by HPLC com-
bined with diode array detector after acid hydrolyses 
using the methods of Määttä-Riihinen et al. (2004a, 
2004b). Ellagitannins were quantified as ellagic acid, 

Baseline 
period

Intervention period

 n=20	 Berry	 M/F=10/10

 n=12	 Control	 M/F=3/9

-4	 0	 4	 8	 12 wk

-1A	 0B	 4C	 8D	 12E

Recovery 
period

Figure 1. Study design 
(n = number of subjects, M/F = men/female).
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flavonols as aglycones and anthocyanins as cyanidin-
3-glucoside.

Anthropometric measures 
Body weight was measured with a standardized elec-
tronic scale in light clothing. Height was measured 
at the beginning of the study in a Frankfurt posi-
tion. The waist circumference was measured halfway 
between the lowest rib and the iliac crest. Body com-
position was measured by a bioelectrical impedance 
STA/BIA Body Composition Analyzer (Akern Biore-
search Srl, Florence, Italy).

Blood pressure measurements
Blood pressure was measured by trained study nurses 
using a standard sphygmomanometer twice on the 
right arm after 10 minutes rest with the subject in a 
sitting position. The mean of systolic and diastolic 
BP was calculated from two measurements obtained. 

Biochemical analyses of the blood samples
The blood samples were collected into EDTA-tubes, 
and serum and plasma were separated by centrif-
ugation. All samples were stored at –70 ºC before 
analyses. 

Concentrations of total cholesterol, LDL cho-
lesterol, HDL cholesterol, triglycerides and apoli-
poproteins A1 and B were analyzed using the Kon-
elab System Reagents and Konelab 20 XTi clinical 
chemistry analyzer (Thermo Electron Corp, Van-
taa, Finland). 

Plasma glucose concentrations were analyzed by 
the hexokinase method using Konelab System Rea-
gents and Konelab 20 XTi clinical chemistry ana-
lyzer (Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finland). 
Plasma insulin was determined with ACS 180 Plus 
Automated Chemiluminescence System (Bayer Di-
agnostics, Tarrytown, NY, USA).

Total antioxidant capacity (total peroxyl radical-
trapping antioxidant potential, TRAP) of plasma 
samples was measured by a chemiluminescent 
method as described earlier (Metsä-Ketelä 1991, 
Dogué et al. 2005). 8-isoprostane concentrations in 
plasma were measured by immunoassay (Cayman 
Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, USA).

High sensitive CRP (hsCRP) was analysed with 
Immage Immunochemistry System (Beckman 
Coulter Inc., USA).

ELISA kits were used for the detection of the 
adiponectin, adipsin, leptin, resistin, TNF-α (R&D 
Systems Inc., MN, USA), high molecular weight 

(HMW) adiponectin (St. Charles, Missouri, USA) 
and IL-6 (Sanquin, Amsterdam, The Netherlands). 

Plasma fatty acids
Plasma fatty acid compositions were determined as 
methyl esters by gas chromatography (Seppänen-
Laakso et al. 2002). Identification of fatty acids was 
based on retention times of reference compounds 
and on the literature.

Statistical methods
Baseline characteristics between the subjects of the 
berry and control groups at the beginning of the 
intervention period were compared using Fisher-
Freeman-Halton test for categorical variables and 
student’s t-test for numeric variables. P-values were 
adjusted for multiple comparison using Q-values 
[28]. Mixed model two-way factorial analysis of var-
iance (ANOVA) for repeated measurements was used 
for remaining variables. The ANOVA model con-
tained fixed effects (time and group) and one ran-
dom effect (subject). Of these, time was modelled as 
repeated within factor and group as a between fac-
tor. For a particular variable, subjects with missing 
values were rejected. P-values were not adjusted for 
multiple comparisons. Statistics was calculated using 
R, a system for statistical computation and graphics 
(Ihaka and Gentleman 1996). 

Serum lipidomics and statistical analysis 
of lipid profiles
Serum samples for lipidomics were taken at four 
occasions B-E (0 week–12 week). The lipidomic pro-
files were determined by a UPLC-QTOFMS method 
in ESI+ mode (Nygren et al. 2011), and the data were 
processed by using MZmine software (Pluskal et al. 
2010).

Lipidomics data were log2-transformed and sub-
jected to quality analysis. Lipids quantified as pre-
sent in less than 10% of samples in either group, 
known standards, compounds originating from the 
background matrix and compounds with retention-
time over 13 minutes were removed. Samples devi-
ating from the normal were also discarded. Differ-
entially abundant lipids were identified with mixed 
model two-way factorial ANOVA for repeated meas-
urements and moderated t-test (Smyth 2004). For 
the moderated t-test, data were baseline adjusted by 
subtracting the baseline abundances from succeed-
ing time points. P-values were adjusted for multiple 
comparisons by the Q-value approach (Storey 2003). 

© Suomen Farmasialiitto ry ©  DOSIS  VOL.33 n:o 03/201559



Additionally, the baseline-adjusted data were ana-
lysed with partial least square discriminant analysis 
(Boulesteix and Strimmer 2007) (PLS-DA) using the 
PLS package in R (Wehrens and Mevik 2007) and 
repeated double cross-validation function (10 and 4 
segments for splitting the data into training and test 
data, and selecting the optimal component number, 
respectively) implemented in the chemometrics 
package for R (Varmuza and Filzmoser 2009). In 
these analyses, dependent variables were chosen so 
that they were representing either sample groups, 
sampling points or a combination of both. Final 
PLS-DA and subsequent variable importance in the 
projection (VIP) analyses were done in MatLab us-
ing the settings producing the best prediction per-
formance in R, i.e. dependent variable represented 
sample grouping and with five latent variables.

Analysis of the faecal samples
Faecal samples were taken at all five occasions A-E (-4 
week – 12 week). Subjects divided the faeces in two 
tubes immediately after defecation, closed the tubes, 
placed them in anaerobic atmosphere and stored in 
cool temperature (+4 to +10 °C). The samples were 
frozen in 4 h after defecation and stored at –70 °C 
until further analysed.
  
Microbiological profiling by PCR-DGGE
Predominant bacterial PCR-DGGE was used for 
the analysis of predominant bacterial population of 
20 subjects on berry diet and 12 control subjects to 
compare the temporal stability and bacterial diver-
sity between the two groups. DNA was extracted 
from frozen faecal samples using FastDNA Spin Kit 
for Soil (QBIOgene, Carlsbad, CA, USA) as described 
by Maukonen et al. Partial 16S rRNA gene was PCR-
amplified for the detection of predominant bacteria 
using primers U968-f+GC (CGCCCGGGGCGCGC-
C C C G G G C G G G G C G G G G G C A C G G G G G-
GAACGCGAAGAACCTTA) and U1401-r (CGGT-
GTGTACAAGACCC) and thereafter PCR products 
were separated in polyacrylamide gels with denatur-
ing gradient of 38-60% (where 100% is 7 M urea and 
40% (vol/vol) deionized formamide) as described by 
Mättö et al. (2005). The comparison of the profiles 
was performed by visual inspection of the gels and 
by calculating the similarity percentage using BioN-
umerics software version 4.50 (Applied Maths BVBA, 
Sint-Martens-Latem, Belgium) as described earlier 
(Varmuza and Filzmoser 2009). 

The DGGE-bands of interest were carefully ex-

cised and thereafter treated as described earlier 
(Maukonen et al. 2006a). Sequencing reactions of 
the PCR amplicons were performed with the ABI 
PRISM BigDye terminator Cycle sequencing kit 
v.3.1 (Applied Biosystems, USA) with primers U968-
f+GC and U1401-r as previously described (Mau-
konen et al. 2006b). Sequences were checked and 
edited with the Chromas program (Technelysium 
Pty Ltd, Helensvale, Australia) and thereafter iden-
tified through the GenBank database (www.ncbi.
nlm.nih.gov) using the BLASTN (Basic Local Align-
ment Seach Tool) algorithm (Altschul et al. 1997) 
and RDP Classifier from Ribosomal Database Pro-
ject II (Wang and Jiao 2000) (RDPII). DNAMAN 4.1 
(Lynnon BioSoft) was used for sequence alignment. 
The sequences were deposited in the GenBank da-
tabase and are available under accession numbers 
KC789797-KC789814. Mean and standard deviation 
was calculated for each experiment. Student’s t-test 
(two-sample assuming unequal variances) was used 
for the statistical analysis of the results.   

Analyses of the urine samples
Urine samples (24 hour) were taken at four occa-
sions B-E (0 week–12 week). Each subject collected 
the urine during 24 hours and stored the samples in 
cool temperature (+4 to +10°C). After 24 hour col-
lection pH of the combined samples was measured 
and the samples were frozen within few hours and 
stored at -70°C until analysed. 

Analyses of ellagitannin metabolites, 
urolithins, in urine
Ellagitannin metabolites were detected in urine 
using an HPLC-DAD-MS-MS analysis (Cerdá et al. 
2005a, González-Barrio et al. 2011). In these analy-
ses chromatograms were recorded at 250, 280, 305 
and 360 nm. The M-H ions were detected, and the 
ions fragmented by MS/MS to obtain the daughter 
ions which were used to confirm the nature of the 
compounds. 

RESULTS

Baseline characteristics of participants  
The participants of the present study were abdom-
inally obese and most of them were slightly dys-
lipidemic and hypertensive. No statistically signif-
icant differences were found between the groups. 
The baseline values of the subjects that finished up 
the study are presented in Table 1.
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variable berry (n=20) control (n=12) P-value
Energy kJ 0.20

0 weeks 8382 ± 2415 8401 ± 1571
4 weeks 8613 ± 1583 7721 ± 1932
8 weeks 8797 ± 1898 9215 ± 3082

Protein (g) 0.99
0 weeks 79 ± 21 79 ± 14
4 weeks 84 ± 16 84 ± 24
8 weeks 85 ± 20 85 ± 19

Fat (g) 0.56
0 weeks 76 ± 26 71 ± 17
4 weeks 72 ± 20 65 ± 20
8 weeks 75 ± 20 77 ± 36

Carbohydrate (g) 0.16
0 weeks 230 ± 73 218 ± 44
4 weeks 248 ± 53 208 ± 59
8 weeks 249 ± 65 253 ± 78

Sucrose$# (g) 0.04
0 weeks 42 ± 32 33 ± 14
4 weeks 56 ± 24 27 ± 11
8 weeks 54 ± 21 38 ± 21

Fibre$& (g) <0.001
0 weeks 25 ± 8 24 ± 8
4 weeks 37 ± 10 26 ± 10
8 weeks 36 ± 10 25 ± 8

Alcohol (g) 0.14
0 weeks 9 ± 11 22 ± 34
4 weeks 8 ± 11 10 ± 14
8 weeks 10 ± 13 18 ± 27

Table 2. Daily average nutrient intakes (Mean ± SD).  
P-value is the interaction term (time:group interaction). 

Table 1. Selected baseline characteristics of the subjects (Mean ± SD). 

Variable Berry group 
(n=20)

Control group 
(n=12)

Number of subjects (M/F) 20 (10/10) 12 (3/9)

Age (yr) 53.0 ± 6.5 49.8 ± 7.1

Body weight (kg)1   92.4 ± 14.4    93.1 ± 10.8

BMI (kg/m2) 31.8 ± 4.4  32.9 ± 3.4

Waist circumference (cm) 103.9 ± 10.8 105.0 ± 8.1

Body fat (%) 33.3 ± 7.2  36.0 ± 6.8

Fasting serum cholesterol (mmol/l)  5.6 ± 0.9   5.5 ± 0.5

Fasting serum LDL cholesterol (mmol/l)  3.7 ± 0.8  3.7 ± 0.5

Fasting serum HDL-Chol (mmol/l)  1.4 ± 0.3  1.34 ± 0.26

Fasting serum triglycerides (mmol/l)  1.6 ± 0.6  2.1 ± 0.9

Systolic blood pressure (mmHg)1 139.2 ± 18.9 144.3 ± 12.3

Diastolic blood pressure (mmHg)1 91.5 ± 9.0 92.4 ± 8.4

Fasting plasma glucose (mmol/l)  5.7 ± 0.4  5.8 ± 0.5

Significant changes 
between group and 
time factors:  
$p ≤ 0.05 (group), 
#p ≤ 0.05 (time), 
%p ≤ 0.01 (group) 
and &p ≤ 0.01 (time)

1Average of two 
measurements.
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Intake of nutrients
Daily nutrient intakes based on the dietary records 
including berry products before and after berry eat-
ing period are presented in Table 2.  

There was a significant difference in sucrose in-
take between the groups at the end of berry inter-
vention at p-value 0.05. Sucrose intake increased 
significantly within the berry group.  Interestingly, 
there was also a significant difference in fibre in-
take between the berry and control groups. Berry 
eating significantly elevated fibre intake (P<0.001). 
No significant differences were observed in other 
nutrient intake during the intervention.

The intakes of ellagitannins, anthocyanins and 
flavonols were estimated to be 789 ± 27 mg, 70.7 ± 

52 mg and 4.1 ± 0.4 mg per day, respectively. Total 
intake of these phenolic compounds from the ber-
ries was 864 mg/day, consisting mainly of ellagi-
tannins (90%) and the rest of anthocyanins (10%).

Compliance to the berry diet was also calculated 
on the basis of dietary records kept by the subjects. 
It proved to be excellent: 98 ± 3% to cloudberry and 
raspberry and 104 ± 15% to strawberry purée, re-
spectively.

Clinical measurements
Selected clinical measurements of the berry inter-
vention are collected in Table 3. 

Leptin concentration (when measured relative 
to the BMI) differed significantly at the 0.05 level 

Table 3. Clinical biomarkers (Mean ± SD) P-value is the interaction term (time:group interaction). 

 
berry (n=20) control (n=12) P-value

Systolic blood pressure#1 0.37
0 weeks 139.15 ± 18.92 144.33 ± 12.35
4 weeks 137.55 ± 13.63 136.00 ± 16.09
8 weeks 136.35 ± 15.20 138.17 ± 12.62

12 weeks 134.40 ± 18.06 136.08 ± 9.84
LDL cholesterol# (mmol/l) 0.56

0 weeks 3.74 ± 0.81 3.66 ± 0.48
8 weeks 3.44 ± 0.74 3.49 ± 0.56

8-isoprostane& (pg/ml) 0.70
0 weeks 15.19 ± 5.58 12.45 ± 5.36
4 weeks 13.66 ± 5.48 11.72 ± 4.22
8 weeks 10.87 ± 3.39 9.59 ± 4.48

12 weeks 10.71 ± 5.50 9.96 ± 5.60
TRAP& (µM) 0.47

0 weeks 1294.41 ± 237.99 1406.38 ± 198.16
4 weeks 1428.57 ± 237.26 1456.08 ± 269.76
8 weeks 1361.69 ± 233.23 1354.87 ± 221.40

12 weeks 1394.03 ± 216.16 1447.55 ± 191.03
Leptin/ BMI# (pg/ml) 0.03

0 weeks 720.24 ± 438.89 895.82 ± 456.32
4 weeks 729.95 ± 466.87 727.90 ± 326.61
8 weeks 766.16 ± 506.97 888.44 ± 381.28

12 weeks 698.61 ± 498.06 835.66 ± 463.20
Resistin& (pg/ml) 0.95

0 weeks 368.77 ± 95.14 393.08 ± 128.27
4 weeks 379.93 ± 92.49 412.33 ± 151.33
8 weeks 394.55 ± 95.22 423.01 ± 124.26

12 weeks 380.96 ± 97.36 407.73 ± 125.48

Significant changes between group and time factors:  

$p ≤ 0.05 (group), #p ≤ 0.05 (time), %p ≤ 0.01 (group) and &p ≤ 0.01 (time)
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Figure 2. 
Changes in LDL cholesterol (up) and total cholesterol (down) during eight weeks berry diet. 
The average changes are shown in solid lines. In the berry group (n=20) and in the control 
group (n=12).

(Table 3), indicating that berry consumption and 
leptin levels were associated. In brief, in the berry 
group leptin concentration constantly increased 
during the whole 8 weeks substitution period. In 
the control group, it first decreased close to that 
of the berry group and then increased close to the 
baseline value. However, it should be noted that 
even though the group-factor was insignificant, 
at the baseline the difference between the group 
means was large and that this difference was visible 
in most succeeding sampling points. Systolic blood 
pressure (p<0.05), LDL cholesterol (p<0.05) and 
8-isoprostane (p<0.01) decreased in both groups 
during berry substitution. Group-wise these vari-
ables did not differ. In addition, in both groups 
TRAP (p<0.01) first increased at the midpoint of 
the substitution and then decreased at the end of 
the substitution, and resistin (p<0.01) increased 
during the whole substitution. Group-wise com-
parisons were insignificant. Body weight, waist 
circumference, fatmass, diastolic blood pressure, 
glucose, insulin, total cholesterol, HDL choles-

terol, triglycerides, free fatty acids, Apo-A1, Apo-B, 
adiponectin, adipsin, IL-6, hsCRP and TNF-α re-
mained stable during the study.  

Serum lipids, blood pressure and 
antioxidant capacity
In general, changes in serum lipid levels during the 
8 weeks intervention period were minor. How-
ever, cholesterol values decreased more in the berry 
group compared to control group. Total cholesterol 
decreased 0.25 and 0.10 mmol/l in the berry and con-
trol groups, respectively (p<0.52). LDL cholesterol 
decreased 0.30 and 0.17 mmol/l in the berry and con-
trol groups, respectively (p<0.56) (Figure 2), while the 
HDL cholesterol increased in the control 0.07 mmol/l 
and remained constant in the berry group (p<0.22).

No significant changes were observed in blood 
pressure between the study groups. In correlation 
analyses a negative association was found between 
the changes in systolic blood pressure and age in 
the berry group (r = -0.6, p=0.0052), but not in the 
control group (r=0.2, p=0.5331). Six subjects out of 
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Figure 3. 
a) Individual changes in 8-isoprostane levels (pg/ml) and in total cholesterol (mmol/l) in the study subjects of the 
berry (n=20) and control groups (n=12) during the diet period (weeks 0–8). The average changes are shown in 
solid lines. 
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b) Levels of 8-isoprostane (pg/ml) in the berry and control groups during the study. The p-values, when 
calculated using ANOVA, were 0.27, p<0.001  and 0.70 for group, time and interaction terms, respec-
tively. 
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A) Diagram showing the average log2 abundance estimate of phosphatidylcoline (PC) lipids with VIP-score >= 
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the 20 in the berry group and nine subjects out of 
the 12 in the control group had regular blood pres-
sure medication. 

The marker of oxidative stress, 8-isoprostane, 
decreased 4.3 pg/ml in the berry group during the 
berry eating period. Interestingly, the level was still 
low four weeks after the berry diet. A decrease was 
also found in the control group at 8 weeks (-2.9 pg/
ml) but the level of 8-isoprostane started to restore 
between weeks 8 and 12. Individual changes of the 
subjects during the diet period (0 – 8 weeks) are 
presented in Figure 3. 

Plasma fatty acid composition
The total plasma fatty acid compositions in the 
berry and control groups were very similar and 
the changes during substitution were only minor. 
In the case of myristic (14:0), myristoleic (14:1), 
palmitic (16:0) and palmitoleic (16:1) acids there 
were some interactions between groups and time, 
the most significant change being the increase in 
myristic acid at the end of the substituition period 
(p<0.001) in the control group. There were also 
increases in cis-vaccenic (18:1n-7) and arachidonic 
acids (20:4n-6) at 4 weeks, but there was no differ-
ence between the groups. The proportion of doc-
osahexaenoic acid (22:6n-3) was higher in the con-
trol group (p<0.05).

Lipid profiles
Quality analysis of lipidomics data led to removal of 
36 lipids and 14 samples (two at zero week, four at 
four weeks, three at eight weeks and five at twelve 
weeks sampling point). Analysis of the remaining 
114 samples revealed subtle changes in lipid abun-
dances between the groups. Notably, the phosphati-
dylcholine (PC) 32:5 was differentially present at the 
week 8 sampling point, when tested with moder-
ated t-test (p-value ≤ 0.05). Furthermore, PLS-DA 
analysis, the partial least squares regression of a set 
of binary variables describing the classes of a cat-
egorical variable on a set predictor variables, and 
the VIP analysis, giving the importance of predic-
tor variables in the grouping (Wang and Jiao 2000), 
were used to discover lipids able to discriminate 
controls and berry consumers. The used regression 
model, comprising five latent variables, was able to 
capture ~77% of the variance of the binary variables 
and produced good sample separation. The ten-fold 
cross-validation test resulted in sensitivity over 0.79 

Figure 5. 
Three-dimensional presentation of clustering of the 
similarity values of different study groups (Similarity values 
calculated by BioNumerics software). Green dots represent 
samples from control group subjects (n=12) and red dots 
samples from berry group (n=20) (samples -4 week, 0 week, 
and 12 week; no berry consumption), and pink dots samples 
from berry group (samples 4 week and 8 week; during con-
sumption of strawberry, raspberry, and cloudberry).

for both sample groups. Using a VIP threshold of 
two, twenty different lipids were found to contrib-
ute to this grouping, including the phosphatidyl-
choline that was noted to be statistically significant 
by the moderated t-test. Out of these twenty lipids, 
four were PCs (Figure 4A), five were triacylglycerols 
(TG, Figure 4B), one was phosphatidylethanolamine 
(PE) and one was cholesterylester (ChoE). 

Microbiological analyses
There were no significant differences in similarity 
values measured at different time points between 
the groups. In addition, there were no differences 
regarding the diversity of predominant bacterial 
population between the berry group and the con-
trol group (Table 6). Furthermore, when all the pre-
dominant bacterial DGGE profiles of all samples 
were compared to each other, no grouping could 
be observed according to intervention study group 
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(Figure 5). 
In visual inspection, in the berry group (alto-

gether 20 subjects), there were four subjects whose 
predominant bacterial DGGE profile altered dur-
ing the intervention and the altered profile did not 
return back to the original profile (addition or dis-
appearance of a strong amplicon/amplicons; Figure 

6, subjects 23 and 26), two subjects whose predom-
inant bacterial DGGE profile was altered rather 
clearly and the altered profile did not return back 
to the original profile (disappearance of one / two 
rather strong amplicons), and one subject whose 
predominant bacterial DGGE profile altered only 
during the berry intervention period (samples C 
and D; disappearance of several minor amplicons). 
Nevertheless, thirteen subjects of the berry group 
(65%) did not have any differences on the predomi-
nant bacterial profile during the berry intervention 
(e.g. Figure 6, subject 45), or the predominant bac-
terial DGGE profiles were unstable also during the 
time period before the berry intervention (Figure 6, 
subject 43). Subject 43 had two courses of antibi-
otics during the berry intervention which explains 
instability of the microbiota. 

The detailed sequencing of the amplicons from 

the berry group showed that all the sequenced am-
plicons belonged to either Family Ruminococcaceae 
(Clostridial cluster IV; Clostridium leptum group) 
or Family Lachnospiraceae (Clostridial cluster XIV; 
Eubacterium rectale group).

Metabolites of ellagitannins in urine
Urolithins A, B, C and D glucuronides, and methyl-
Urolithin C and D glucuronides were detected 
from urine, as well as dimethyl-ellagic acid glucu-
ronide. The compounds showed the same MS spec-
tra and chromatographic behaviour as those previ-
ously reported for the same metabolites in Iberian 
pig and humans (Cerdá et al. 2005a, Rao and Sny-
der 2010, Espín et al. 2007).

The UV-chromatograms only allowed the de-
tection of urolithin A and B glucuronides and in 
some cases ellagic acid dimethyl ether glucuronide 
(Figure 7). In the subjects, both urolithin producers 
(subject numbers: 38, 24, 44, 50, 53, 57, 61, 45, 1, 21, 
22, 39, 23, 26, 63) and non-producers (subject num-
bers: 8, 10, 43, 60, 62) were identified.

Some significant differences were observed 
between the subjects. Quantitative data is repre-
sented in Figure 8 with some selected volunteers. 

Figure 6. 
Predominant bacterial population DGGE profiles of 4 subjects from ellagitannin (strawberry + raspberry + cloudberry) study 
group (n=20). Subjects 23 and 26 had clear differences in the DGGE profiles during the berry intervention (marked with ar-
rows). The predominant bacterial DGGE profile of the subject 45 was stable during the ellagitannin intervention study and the 
predominant bacterial DGGE profile of the subject 43 unstable during the entire follow-up time. (M = marker, samples A and 
B were taken before berry intervention, samples C and D during berry intervention, and sample E after the berry intervention 
ended.)
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Figure 7. 
HPLC-chromatogram of urine urolithins.

Urolithin A glucuronide

Urolithin B glucuronide

Figure 8. 
Urolithin excretion in selected volunteers. 
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The ’non-producers’ were in fact very low produc-
ers, as some of the metabolites were detected in 
most volunteers, but only after the HPLC-MS-
MS analysis. Volunteer 45 already produced uro-
lithins at week -1, and in this case the increase in 
excretion after the berry intake was much larger. 
Metabolites of volunteer 23 started to be quanti-
ficable only after week 7, but in this case urolith-
ins were still quantified in urine at week twelve. 
Volunteer 62 was a non-producer and even when 
the volunteer started the ellagitannin berry diet, 
the ellagitannin metabolites were not detected in 
urine (Figure 8).

DISCUSSION

To our best knowledge this is the first clinical study 
which focuses on berry ellagitannins. In addition, 
there is particularly no clinical data available of 
Rubus berries (cloudberry and raspberry). However, 
there is a lot of epidemiological data suggesting that 
in general intake of plant tannins may have chronic 
disease preventive properties (Lila 2007). It is not 
yet fully clear how or whether these plant tannins 
are absorbed from the gut. It is believed that tan-
nins may exert their biological effects in two differ-
ent ways (1) unabsorbable, complex structures with 
binding properties which may produce local effects, 
like antimicrobial effects, in the gastrointestinal 
tract, and via (2) absorbable metabolites, like uro-
lithins, from colonic fermentation of tannins that 
may produce systemic effects in various organs. 
As their residence time is much longer than in the 
case of hepatic metabolites derived directly from 
plant phenolics, they may have an important role 
in chronic disease prevention (Serrano et al. 2009). 

It is challenging to study the health effects of ber-
ries in Finnish population, because berries are con-
stantly eaten by middle-aged people, especially in 
Northern Savo area. This may have reflected on the 
fact that, in general, changes in clinical biomark-
ers were minor ones in the present study. How-
ever, some interesting trends were detected. We 
observed borderline significant positive changes in 
several lipid biomarkers. Total and LDL cholesterol 
decreased within the berry group, 4.5% and 8.0%, 
respectively, after 8 weeks berry consumption. In 
the control group, decrease in total and LDL cho-
lesterol was smaller, 1.8% and 4.6%, respectively. 
Furthermore, while the HDL cholesterol increased 
in the control group, it remained fixed in the berry 

group. As expected, the decrease in cholesterol was 
higher in subjects having high baseline values com-
pared to those having normal values. In addition 
8-isoprostane, which is a common indicator of oxi-
dative stress (Holt et al.  2009), decreased 28% in 
the berry group. Subjects in our study were rather 
heterogeneous related to baseline serum lipids. 
Some of them had elevated values and on the oth-
er hand some had normal values. This was most 
probably the reason why statistically significant 
differences between the groups were not detected 
in great extent. Two of the subjects in the control 
group consumed the cholesterol lowering marga-
rine during the intervention and this might have 
affected their lipid values. Statistical evaluation 
of the results was also carried out after discarding 
these two subjects. However, significance of the p-
values did not change (data not shown).

Several berry intervention trials (Basu et al. 2009, 
Lee et al. 2006, Marniemi et al. 2000) reviewed by 
Basu et al. (2009) have shown positive effects on 
lipids. In the study of Basu et al. (2009) short-term 
supplementation (4 weeks) of freeze-dried straw-
berries appeared to exert hypocholesterolemic ef-
fects and decrease lipid peroxidation in women 
having metabolic syndrome. Cardiovascular health 
benefits of strawberry supplementation (4 weeks) 
have also been recently demonstrated by Jenkins 
et al. (2008). Their study showed significant reduc-
tion in LDL oxidation level. In both of these stud-
ies estimated polyphenol intake from berries was 
2000 mg. In our study, daily polyphenol intake was 
less, 870 mg (800 mg ellagitannins and 70 mg an-
thocyanins), which might explain why we observed 
only slight changes. In addition to phenolic com-
pounds strawberries and berry fruits in general are 
rich sources of other bioactive compounds, includ-
ing vitamins, fibre and phytosterols, which may 
lower also cholesterol. 

Changes in lipid biomarkers were also studied 
by lipidomics approach, which as far as we know 
has not been applied earlier to analyze any clini-
cal samples associated to berry intervention. In-
terestingly some positive changes were observed 
in phospholipids, and one phospholipid, PC(32:5), 
increased significantly during berry eating period. 
Thus, there was a slight trend towards more un-
saturated PCs, but this was not statistically sig-
nificant. Saturated and monounsaturated TGs, in 
turn, decreased in the control group but reached 
the berry group levels at the end of substitution. 
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In general, PCs, TGs PEs and ChoEs were the lipid 
classes having some response on ellagitannin rich 
diet, and the results suggest that ellagitannin rich 
diet may have a positive effect on these lipids and 
on these lipid categories also more in general. Plas-
ma fatty acid compositions remained almost un-
changed during substitution which was expected 
due to the minor amount of fat in the berries.  

In the present study we found no significant 
changes in blood pressures between the groups, 
a decreasing trend was observed in both study 
groups after intervention, but it was not statisti-
cally significant. However, a trend that berry diet 
may have beneficial effects on hypertension in el-
derly people was found. The fact that in the berry 
group 30% of the subjects and in the control group 
75% of the subjects had regular blood pressure 
medication, might have impeded the detection of 
more clear effects of berries on blood pressure. In 
several recent studies berry consumption has been 
associated with beneficial effects on blood pressure 
(Erlund et al. 2008).

Leptin is 167 amino acids long protein hormone 
playing a major role in regulating energy intake and 
energy expenditure, including appetite and me-
tabolism (Fève and Bastard 2012). During the first 
eight weeks, the leptin levels (absolute) of the berry 
consumers steadily increased from 23982 to 25527 
pg/ml, while the leptin level profile of the control 
subjects showed no trend. Starting from 29551 pg/
ml, the leptin level of control subjects dipped close 
that of the berry consumers (24399 pg/ml) at the 4 
weeks sampling point, after which it raised close to 
its starting value (29538 pg/ml). However, if ignor-
ing the dip, a slightly lowering trend of leptin levels 
was present in the data, a trend that was opposite 
to that of the berry consumers. Thus, it could be 
speculated that consumption of berries enhances 
leptin levels, which in turn results in more con-
trolled food intake. However, it should be noted 
that overall changes in leptin levels were small and 
that variation was high in the data. Also, the group 
means deviated largely at the baseline and that this 
difference existed in three out of the four succeed-
ing sampling points, indicating that the link be-
tween berry consumption and leptin levels might 
not be that strong after all.

In our study, fibre intake increased significantly 
after berry diet. This was a very positive change as 
Finnish people still today do not get enough fibre. 
After adding this 300 g of berries to daily diet, rec-

ommended amount of fibre, about 30 g per day was 
reached. Also an unexpected significant increase in 
sucrose intake was observed in the berry group. 
This was most probably due to granulated sugar, 
which was included in the strawberry puree. Inter-
estingly, this added sugar did not have any adverse 
effects on any of the clinical biomarkers, during 
the follow-up time.

In a recent review Larrosa et al. (2010a) discussed 
the role of ellagitannins, ellagic acid and urolithins 
on vascular health. While there is good evidence 
supporting the vascular effects in vitro, the evi-
dence on animal models or humans is much scarc-
er. Most of the intervention studies have been car-
ried out with ellagitannin containing foodstuffs, 
especially pomegranate and walnut. Main reported 
outcomes have been improvement of serum lipid 
profiles, improved antioxidant capacity of plasma 
and reduction in systolic blood pressure. Proposed 
active principles have been antioxidant compo-
nents in general. As the main detected metabolites 
of ellagitannins circulating in plasma are ellagic 
acid microbiota metabolites urolithin A glucuron-
ides, it is expected that these compounds would be 
involved in cardioprotective effects of ellagitannin 
containing foods (Tomas-Barberán et al. 2009). It 
has been suggested that one mechanism of action 
of urolithins could be that they interfere signalling 
cascades such as those involved in atherothrom-
bosis (Larossa et al. 2010a, Gonzáles-Sarrias et al. 
2009, Gonzáles-Sarrias et al.  2010).

An increasing interest in the relationship be-
tween intestinal microorganisms and overall 
health of the human host has been developed dur-
ing recent years. The composition of intestinal 
microbiota is extremely variable from person to 
person, but it is relatively constant for every single 
adult (Eckburg et al. 2006). However, its compo-
sition can be significantly influenced by environ-
mental factors, such as antibiotics or diet (Gibson 
et al. 2004). In our study microbiological profiling 
showed that in the berry group there were clear dif-
ferences in predominant bacterial DGGE profiles 
of 35% of the subjects. No changes were observed 
in the control group. The predominant bacteria 
disappearing and/or appearing during the berry 
intervention belonged to the Families Ruminococ-
caceae and Lachnospiraceae. The predominant bac-
terial DGGE targets those bacteria that represent 
over 1% of the total studied population (Muyzer 
et al. 1993). Since Ruminococcaceae and Lachno-
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spiraceae have been shown to constitute 40-60% 
of the total Finnish fecal microbiota (Maukonen 
et al. 2006c), it is expected that clear changes in 
those groups may also be detected with the pre-
dominant bacterial DGGE. Families Ruminococ-
caceae and Lachnospiraceae contain the majority of 
the butyrate-producing isolates from human fecal 
samples (Hold et al. 2003). Since butyrate is known 
to play an important role in the metabolic welfare 
of colonocytes and is also implicated in providing 
protection against cancer and ulcerative colitis 
(Topping and Clifton 2001), a more detailed analy-
sis of those two clostridial groups would bring 
more insight into the impact of berry diets on the 
beneficial part of the gastrointestinal microbiota. 

Only a few studies have shown a significant effect 
of polyphenols in modulating intestinal microbio-
ta, although the mechanisms have not been deline-
ated (Hidalgo et al. 2007). Very recently Vendram 
et al. (2011) showed that consumption of a wild 
blueberry drink, rich in anthocyanins, increased 
bifidobacteria in the human gut. They did not see 
any effects on Eubacterium rectale group. However, 
according to Hidalgo et al. (2007), anthocyanins 
significantly increased the growth of Bifidobacte-
rium spp. and Lactobacillus spp. in batch-culture 
fermentation with human gut microflora. In ad-
dition, malvidin-3-glucoside, anthocyanin com-
pound abundant in grape and blueberry, was very 
active, and also promoted growth of C. coccoides - 
Eubacterium rectale group bacteria associated with 
butyrate production. In the same study Hidalgo et 
al. (2007) also investigated the effect of gallic acid 
on human gut microflora, and showed clear in-
hibition of the growth of potentially harmful gut 
bacteria in Clostridium histolyticum group. In addi-
tion, gallic acid significantly enhanced the growth 
of total bacterial number, and also the number of 
Atopobium spp. bacteria, which have shown poten-
tial positive effect on gut health. However, Hidalgo 
et al. (2007) also showed clear effect of donors indi-
vidual microbiota on the variation on metabolism 
of anthocyanins and their metabolites. These re-
sults suggest that different type of phenolic com-
pounds affect the growth of different bacterial 
families in the colon, and on the other hand, the 
individual composition of gut microflora effects on 
the bioavailability.

In the berry group 15 volunteers out of 20 pro-
duced urolithins after berry eating. There were 
marked qualitative and quantitative variations in 

the urolithin profiles of individual volunteers, in-
dicating differencies in colonic microbiota respon-
sible for ellagitannin degradation. This phenom-
ena has also been shown in a recent bioavailability 
study in which volunteers ate 300g of raspberries 
as a single portion (Gonzáles-Barrio et al.  2010). In 
our study two volunteers (Subjects 26 and 23) did 
not produce urolithins before berry intake, start-
ing producing urolithins several weeks after berry 
ellagitannins supplementation, and changes in the 
microbiota were observed in both cases (Figure 7) 
that may be associated with the growth of bacte-
ria responsible for the degradation of ellagitannins 
and production of urolithins. The bacteria which 
produced urolithins in both volunteers were dif-
ferent, suggesting that several bacterial species are 
able to produce urolithins. Interestingly, all the 
subjects whose microbiota changed after the berry 
diet, were also urolithin producers. Our results 
show that bioavailability of berry ellagitannins 
seems to be dependent on the composition of the 
gut microbiota. This means that microbiota may 
have central role in the biological effects, such as 
cardioprotective effects, of ellagitannin containing 
berries, and that the intake of berries rich in ellagic 
acid could exert different activity in different in-
dividuals depending on the gut microbiota. This 
interesting new aspect has also been discussed in a 
recent review by Larrosa et al. (2010a).

In conclusion, results of the present study 
showed that eight weeks diet rich in berries con-
taining remarkable amounts of ellagitannins 
changed blood lipid profiles and had minor posi-
tive effects on blood lipids biomarkers in subjects 
having the features of metabolic syndrome. As li-
pids have a key role in cardiovascular health, the 
results indicate that regular and long-term berry 
consumption might have a role in prevention and 
development of cardiovascular disorders. 

Microbiological profiling showed that ellagitan-
nin rich diet caused changes in the predominant gut 
microbiota in 35% of the volunteers. All the changes 
were related to the clostridial clusters IV and XIV, 
which contain the main butyrate-producing bacte-
ria in the human colon. Further studies are needed 
to verify whether these changes are associated with 
increased butyrate production in the colon. 

Our results gave new information of the me-
tabolism of berry ellagitannin compounds in man. 
A majority of the volunteers in the berry group 
excreted urolithins in urine after berry consump-
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tion. There was a remarkable variation in the uro-
lithin profiles of individual subjects. More clinical 
studies with a large number of subjects and longer 
follow-up periods are needed to establish the indi-
vidual variability of urolithin levels between sub-
jects after intake of ellagitannins and their impact 
on reduced risk of cardiovascular diseases or other 
chronic disorders. Identification of bacterial spe-
cies capable of degradation of ellagitannins and 
formation of urolithins is also an important target 
of future studies.

Summary of this study has been published in 
Molecular Nutrition and Food Research:
Puupponen-Pimiä R, Seppänen-Laakso T, Mauko-
nen J, Törrönen R, Kolehmainen M, Kankainen M, 
Leppänen T, Moilanen E, Nohynek L, Tómas-Bar-
berán FA, Espín JC, Aura A-M, Poutanen K, Oks-
man-Caldentey K-M: Effects of ellagitannin rich 
berries on blood lipids, gut microbiota and urolit-
hin production in human subjects with symptoms 
of metabolic syndrome. Mol Nutr Food Res 57:2258-
2263, 2013.
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ABSTRAKTI

Ellagitanniinipitoisten marjojen 
vaikutus lipidiprofiiliin, 
suolistomikrobistoon ja 
fenoliyhdisteiden aineenvaihduntaan 
metabolisen oireyhtymän henkilöillä
Tutkimusalue: Ellagitanniinit ovat mansikassa, 
vadelmassa ja lakassa yleisesti esiintyviä polyfenoli-
sia yhdisteitä. Näiden marjojen seoksen vaikutusta 
tutkittiin metabolisen oireyhtymän henkilöillä. 
Tutkimuksessa keskityttiin sydän- ja verisuonisai-
rauksien riskitekijöihin, suoliston mikrobistoon ja 
ellagitanniiniaineenvaihduntaan.

Menetelmät ja tulokset: Kaksikymmentä henkilöä 
nautti päivittäin 300 g runsaasti ellagitanniineja 
sisältäviä marjoja kahdeksan viikon ajan satunnais-
tetussa kontrolloidussa tutkimuksessa. Kontrolli-
ryhmä, jossa oli kaksitoista henkilöä, ei nauttinut 
marjoja. Yllättäen suurin osa tutkituista muut-
tujista ei eronnut ryhmien välillä. Kuitenkin pie-
niä positiivisia muutoksia huomattiin systolisessa 
verenpaineessa, LDL-kolesterolissa, 8-isoprostaa-
nissa ja TRAP- ja resistiiniarvoissa. Lipidiprofiilien 
tilastollinen mallinnus osoitti, että 20 lipidin ryhmä 
erotti marjoja syövät kontrolliryhmästä. Tulos viit-
tasi siihen, että näillä lipideillä saattaisi olla vaiku-
tusta marjojen tunnettuihin positiivisiin terveys-
vaikutuksiin. Marjojen lisääminen ruokavalioon 
aiheutti muutoksia suolistomikrobistossa 35 pro-
sentilla tutkituista henkilöistä. Kaikki nämä muu-
tokset liittyivät Ruminococcaceae- tai Lachnospi-
raceae-heimoihin, joihin kuuluvat bakteerit ovat 
pääasiallisia butyraatin tuottajia ihmisen paksu-
suolessa. Suurin osa marjaryhmän henkilöistä oli 
urolitiinien, eli ellagitanniinien aineenvaihdunta-
tuotteiden,  tuottajia.

Johtopäätökset: Ellagitanniineja runsaasti sisältä-
vällä ravinnolla saattaa olla positiivisia vaikutuksia 
seerumin lipidiprofiileihin ja suolistomikrobistoon. 
Suolistomikrobiston muutokset  saattavat  vaikut-
taa marjojen ellagitanniinien biologiseen hyväksi-
käytettävyyteen. Tulosten varmistamiseen tarvi-
taan lisää kliinisiä tutkimuksia.  
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abstract
Rhazya stricta Decne. (Apocynaceae) is a traditional medicinal plant in the Middle East and South Asia. It 
produces a large number of terpenoid indole alkaloids (TIAs), some of which possess important pharma-
cological properties. This study focused on the establishment of a biotechnological production tool of R. 
stricta, an Agrobacterium rhizogenes-mediated transformation method to obtain hairy roots expressing het-
erologous genes from the early TIA pathway. As Rhazya alkaloids comprise a wide range of structures and 
polarities it was necessary first to develop different analytical methods to determine the alkaloid contents 
and changes in their profiles in transgenic cultures and after various treatments. Targeted and non-tar-
geted analyses from cell and organ cultures were carried out using gas chromatography-mass spectrom-
etry (GC-MS), high performance liquid chromatography (HPLC), ultra-performance liquid chromatogra-
phy-mass spectrometry (UPLC-MS) and nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy.

Transformation experiments revealed that only leaves but not cotyledons, hypocotyls or stem seg-
ments were susceptible to Agrobacterium infection and subsequent root induction. The transformation 
efficiency varied from 22% to 83% depending on the gene. A total of 33 TIAs, including ten new alkaloids 
for Rhazya species, are reported here from R. stricta.

Multivariate analysis from NMR data showed a clear discrimination between transformed and wild 
type/gus cultures. This was most probably due to differences in primary metabolites, as the total alkaloid 
content did not vary between different hairy roots and controls.

A simple and efficient gene transfer method is reported for R. stricta for the first time. New analytical 
methods were established which enabled comprehensive investigation of the alkaloids. These data serves 
as a basis for further utilization of biotechnological methods for R. stricta and its further metabolic engi-
neering. 

The Academic dissertation of Amir Akhgari, MSc, on “Alkaloids of in vitro cultures of Rhazya stricta” was 
presented in the Faculty of Pharmacy of the University of Helsinki on 29th May, 2015. Professor Rosa Maria 
Cusidó Vidal, University of Barcelona, Spain, served as the opponent, and Professor Heikki Vuorela, Uni-
versity of Helsinki, Finland, as the custos. 

Keywords:  hairy root, transgenic roots, medicinal plant, cell and tissue culture, plant secondary metabo-
lites, elicitation, chemical analysis
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Introduction 
Rhazya stricta is an important medicinal plant of 
Apocynaceae. The family is a rich source of phar-
maceutically bioactive terpenoid indole alkaloids 
(TIAs). TIAs are a diverse class of natural products, 
which possess a range of chemical structures and 
bioactivities (e.g. anticancer and anti-arrhythmic 
agents) (Atta-ur-Rahman et al. 1989). TIAs are usu-
ally present in small quantities in plants and total 
chemical synthesis of them is difficult and uneco-
nomical because of their very complex structures 
(Ziegler and Facchini 2008). Consequently many 
of these compounds are currently isolated from 
plants. Biotechnological methods for sustaina-
ble production of phytochemicals are attractive 
alternatives for the production of high-value com-
pounds (Rischer et al. 2013). This study had a sig-
nificant impact in view of the increasing interest in 
plant-derived pharmaceuticals and their biotech-
nological production via genetic/metabolic engi-
neering methods in R. stricta. 

The genetic transformation of R. stricta either by 
Agrobacterium or with any other method has not 
hitherto been reported. In this study an A. rhizo-
genes-mediated transformation method was devel-
oped and accumulation/composition of TIAs in R. 
stricta transgenic hairy roots was investigated. The 
plant produces complex alkaloids with a variety of 
structures and polarities. There are no reports on 
comprehensive chemical analyses of alkaloids from 
R. stricta crude extracts. Therefore, multiple technol-
ogies were developed for targeted (GC-MS, LC and 
LC-MS) and non-targeted (NMR) analysis of TIAs.

 The specific aims of the study were
- Establishment of organ cultures and the devel-

opment of transformation systems for R. stricta.
- Establishment of an elicitation procedure to 

stimulate alkaloid accumulation in R. stricta.
- Heterologous introduction of key genes in-

volved in the early biosynthesis of terpenoid indole 
alkaloids (TIAs), i.e. geraniol synthase (ges), geran-
iol 8-oxydase (g8o) and strictosidine synthase (str).

- Development of qualitative and quantitative 
targeted (GC-MS, HPLC-DAD and UPLC-MS) and 
non-targeted (NMR) analytical methods for me-
tabolites of the transgenic cultures.

Part of the results of the present study have been 
published in Akhgari et al. 2015a,b and submitted 
for publication (Akhgari et al. 2015c). Some results 
have been also presented in a manuscript (Akhgari 
et al. 2015d).

Experimental and results
1. Establishment of organ culture and 
development of gene transfer method
Wild type hairy roots as a control have been 
induced with wild type Agrobacterium rhizogenes 
(LBA 9402) carrying Ri plasmid. Explants for wild 
type hairy root induction were as follow: cotyle-
dons, hypocotyl segments, leaves with petiole and 
excised stem segments. Only leaves were suscepti-
ble to Agrobacterium infection and subsequent root 
induction (Figure 1A). Transformations were con-
firmed by PCR. Furthermore, hairy roots have been 
induced using A. rhizogenes harboring reporter gus 
(beta-glucuronidase) gene and were confirmed by 
PCR and GUS staining assay (Figure 1B). The charac-
teristic hygromycin tolerance of R. stricta wild type 
hairy roots was tested (Figure 1C-E) in order to find 
the optimal hygromycin concentration for selec-
tion conditions of transformed GUS clones.

2. Transformed hairy roots with early key  
TIA biosynthesis genes
The established gene transfer method was used 
for transformation of hairy roots with the heter-
ologous genes ges, g8o and str using leaf explants. 
The A. rhizogenes strain LBA9402 harbouring the 
pCambia 3300-G8O construct and Gateway-based 

Figure 1. 
(A) Development of R. stricta wild type hairy roots six 
weeks after inoculation with A. rhizogenes. (B) Histo-
chemical GUS assay of a R. stricta transgenic GUS clone 
(left) and a wild type control (right). Wild type hairy roots 
of R. stricta grown on hygromycin-free media (C) on me-
dia supplemented with 1 mg/L (D) and 2 mg/L hygromycin 
(E), respectively, four weeks after transfer to selection 
conditions.
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recombinant vectors including pBIN2.4VoGES1 
and pH2GW7-STR was inoculated into leaves. 
Hairy roots were transformed with the same pro-
cedure as was used for initiation of wild type hairy 
roots. Table 1 summarizes the total number of leaf 
explants used for induction of transformed roots, 
the number of explants generating transformed 
hairy roots and putative hairy roots obtained 
within 8 weeks after the initial inoculation, the 
transformation efficiency for all transformed hairy 
root clones and the ratio of transformed clones to 
putative hairy roots.

3. Alkaloid composition in R. stricta  
hairy root cultures
GC-MS method was developed to enable identifica-
tion of low molecular weight, thermos-stable non-
polar alkaloids in a single run. Chromatographic 
separation of R. stricta hairy root alkaloid extracts 
was performed using an Rtx®-5MS column. Analysis 
of extracts from R. stricta hairy roots in TIC mode 
indicated the presence of 20 monomeric TIAs with 
molecular weights ranging from 278 to 354. Typical 
TIC and extracted iongrams are presented in Figure 

2A,B and the chemical structures of identified com-
pounds in Figure 3. The chromatographic condi-
tions allowed the separation of single alkaloid peaks 
in the GC-MS system between 28 and 42 min (Fig-

ure 2A) and provided a large amount of mass spec-
tral data with good matching values (>90%). Their 
fragmentation patterns and relative abundances 
were in line with those presented in the literature. 
In addition, the retention times and fragmentation 
patterns of vincanine (12), vincamine (14), tetrahy-

droalstonine (16), ajmalicine (17) and yohimbine I 
(18) were in accordance with the alkaloid stand-
ards used in the study. GC-MS analysis indicated 
that eburenine (2) is the most abundant alkaloid in 
R. stricta hairy roots. The present study reports six 
new compounds (11, 13, 14, 17, 18 and 19) for Rhazya 
species (Figure 2,3).

In order to obtain a comprehensive view of com-
pounds in Rhazya hairy root samples they were 
also subjected to UPLC-PDA-MS analysis for mon-
itoring the composition of mainly polar and heavy 
molecular weight alkaloids. In UPLC, the column 
length and diameter were smaller than in HPLC 
analysis and particle size, was less than 2 µm. In the 
solvent systems, the pH was adjusted to 10. In ad-
dition, injection volume was 2 µL and solvent flow 
rate 0.4 mL/min. On the basis of the UV and MS 
spectra, 17 alkaloids were identified (Figure 4). The 
UV profile of alkaloids from Rhazya extracts which 
was generated at 255 nm is illustrated in Figure 
5A. Comparisons between electrospray ionization 
(ESI) techniques demonstrate that the majority of 
abundant alkaloids could be identified in positive 
ion mode (ES+) (Figure 5B). Negative ion analyses 
(ES-) exhibited clearly lower intensity and fewer 
compounds, but cleaner spectra were obtained. 
Practically no peaks were observed after 10 min of 
elution (Figure 5C). 

It also became evident from the total ion scan 
(Figure 5B) that often no discernible baseline sepa-
rations were found. Therefore, extracted ion re-
cording was used to detect the compounds with the 
same molecular ion, which also allows monitoring 
the LC-MS spectra at a particular retention time.

Table 1. 
Hairy root induction by A. rhizogenes on leaf explants of R. stricta.

Root type Infected Leaves generated 
transformed roots

Putative hairy 
roots

Transformed 
hairy roots

Efficiency (%)*

Wild** 42 18 27 20 74

gus 15 7 12 10 83

ges 50 22 37 10 27

g8o 50 16 31 10 32

str 50 26 44 10 22

*Frequency of inoculated leaf explants giving rise to at least one transformed root was assessed 
six weeks after co-culture with A. rhizogenes. **Wild type hairy roots possessed only the rolB gene.
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Figure 2. 
Total ion GC-MS (A) and extracted 
ion analyses (B) of R. stricta wild 
type hairy root alkaloids.

Figure 3. 
Structures of monoterpenoid indole alkaloids 
identified in this study. 

Figure 4. 
Structures of selected alkaloids identified by 
UPLC-PDA-MS.

N

N

N

N
N

N
H

N

N
H

N

COOCH3

N
H

N

N
H

N

COOCH3 COOCH3

N
H

N

COOCH3

N
H

CHO

N

N
H

N N
N

H3COOC CH3COOCH3

N
N

HO

H3COOC
CH3

N
H

N

O
H3COOC

H

H

H
N
H

N

N
H

N

O
H3COOC

CH3
H

H

H
N
H

N

H3COOC

N
H

N
H

Decarbomethoxytabersonine (1)

Quebrachamine (5)

Dihydrovincadifformine (9)

Fluorocarpamine (13)

Ajmalicine (17)

H
N
H

N

H

H

H

N N

O

CH3OOC

CH2OHCH3OOC

CH3

OH

H3C
COOCH3

CHO

H

H

Eburenine (2) Aspidospermidine (3) Eburnamenine (4)

Tubotaiwine (6) Condylocarpine (7) Vincadifformine (8)

Vincadine (10) Pleiocarpamine (11) Vincanine (12)

Vincamine (14) Rhazine (15) Tetrahydroalstonine (16)

Yohimbine isomers (18,19) Vallesiachotamine (20)

N
H

N

O

O
H

H

N
H

CH3

N

N
H

CH3

N

N
H

CH2OH

NN N

CH3OOC

OO OH

HO
OH

OH

COOCH3N
H

NH

O

H

H

OO OH

HO
OH

OH

COOCH3
COOCH3

Leepacine isomers (21,22)                   Strictosidine lactam (23)                        Strictosidine (27)

    Tetrahydrosecodine (31)                      Dihydrosecodine (32)                            Tabersonine (33)

N
H

N

H

O

COOCH3

Serpentine isomers (24,28)                  Isoallesiachotamine (29)                       Tetrahydrosecodinol (30)

N
H

N

CHO

COOCH3

CH3

COOCH3

N

COOCH3

O

©  DOSIS  VOL.33 n:o 03/2015 © Suomen Farmasialiitto ry80



Figure 5. 
UPLC-PDA-MS chromatograms using UV, MS-ES+ and MS-ES- iongrams of R. stricta alkaloids. *tR of vincadifformine; **tR 
of tetrahydrosecamines 

Figure 6. 
Accumulation of eburenine analysed by GC-MS in R. stricta wild type hairy roots elicited with 50, 100 and 200 µM me-
thyl jasmonate (MeJA) after 1, 3, 5 and 7 days (d) exposure time. Values presented as mean±SD of three samples for 
each treatment. * indicates significant difference in the mean between controls and elicited samples (student’s t test, 
p<0.05). Quantitative analysis was based on GC-MS base peak abundances from extracted ions from extracted ions.

4. Effect of elicitation on wild type hairy roots 
Data analyses obtained from GC-MS showed that 
the accumulation of eight (e.g. eburenin, Figure 6) 

out of ten studied alkaloids had an increase when 
hairy roots were exposed to different concentra-
tions of elicitor for seven days (Akhgari et al. 2015d).

5. Monitoring of metabolite changes in 
hairy roots by NMR  
Differences between R. stricta hairy roots: Multivar-
iate data analysis to discriminate metabolite differ-
ences between groups were applied to the bucket 
data of 1H-NMR (Figure 7A). Multivariate data anal-
ysis was also applied for pairwise comparison of 

controls (wild type/GUS clones) and each indi-
vidual group of transformed hairy roots (ges, g8o 
and str clones). Variable importance in the projec-
tion (VIP) plot (Figure 7B) was used to find signals 
(metabolites) which contributed to the separation 
of the different groups. Among them the first 20 
signals with higher impact on discrimination of 
groups are shown.

Total alkaloid contents in R. stricta hairy roots: 
The sum of values of spectral intensity from 1H-
NMR bucket data in the region δ 0.49- δ 0.54 (ppm) 
was used for quantification of total alkaloids in 
elicited wild type hairy roots and in different trans-
formed hairy root clones. Elicited samples have ap-
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proximately sixfold higher total alkaloid contents 
than non-elicited cultures (Figure 8), whereas there 
was no significant difference between hairy roots 
elicited with two different concentrations of MeJA.

 
6. Discussion
Induction of transgenic hairy roots by Agrobacte-
rium rhizogenes, a natural plant genetic engineer, is 
an effective, low cost and simple method to achieve 
stable transgene expression in plants. Expression 
of reporter genes such as the gusA gene has been 
used widely in order to follow the development of 
transformation in plants (Boyko et al. 2006). Hairy 
root cultures have been established from impor-
tant medicinal plants in the Apocynaceae family, for 
example Catharanthus roseus (Toivonen et al. 1989) 

Figure 7. 
Score plot OPLS-DA (A) based on 1H-NMR spectral data from different R. stricta transformed hairy root clones and its 
VIP plot (B) sorted based on the largest values responsible for separations of five groups. W: wild type clones (n=20, 
white circles); GUS: GUS clones (n=10, black circles); ges (n=10, yellow circles); g80 (n=9) and str (n=10, red circles) 
clones. VIP was calculated as the weighted sum of squares of the OPLS weights. The error bar shows the standard 
error in the VIP estimate.

Figure 8. 
Comparison of total alkaloid based on 1H-NMR data in 
hairy roots elicited with 50 µM and 100 µM MeJA after 
five days and non-elicited control cultures (80 µL 40% 
ethanol, equal volume of 100 µM MeJA) of R. stricta. 
Values presented as mean±SD of three samples for 
each treatment. * indicates significant difference in the 
mean between control and elicited samples (student’s 
t test, p<0.05).

and Rauwolfia serpentina (Falkenhagen et al. 1993. In 
the present study an easy and convenient method 
for establishing transgenic hairy roots of Rhazia 
stricta through infection with wild type and trans-
formed A. rhizogenes LBA 9402 was developed for 
the first time.

Four explant types from two-month-old axenic 
in vitro germinated seedlings were used for inocula-
tion with bacteria, but only mature leaves initiated 
putative hairy roots. In the early literature, it was 
already reported that appropriate explant selection 
affects the transformation efficiency and subse-
quently the induction of hairy roots (Tepfer 1984). 
The transformation efficiency of R. stricta was 74% 
and 83% for wild type and GUS clones, respectively. 
This can be considered to be excellent, as transfor-
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mation efficiencies of different A. rhizogenes strains 
inducing hairy roots in R. serpentina leaf explants 
were reported to range from 11 to 33%, with 26% for 
the LBA 9402 strain (Mehrotra et al. 2014).

Due to the complexity and diversity of plant me-
tabolites, it is unlikely that one single analytical 
method could provide information about all the 
metabolites present in a plant. NMR spectroscopy 
combined with multivariate analysis techniques 
was applied for distinguishing and classifying of 
sample sets, e.g. control and transformed/elicited 
samples in terms of the different metabolite level 
variation. It is known that metabolic pathway flux-
es (primary and secondary metabolites) change as 
a result of genetic transformation and elicitation 
(Choi et al. 2004). 

Hairy roots are known to produce a spectrum of 
secondary metabolites that are not present in the 
parent plant (Oksman-Caldentey and Inzé 2004). In 
this study we were able to identify for the first time 
ten new compounds in R. stricta, including pleio-

carpamine (11), fluorocarpamine (13), vincamine 
(14), ajmalicine (17), yohimbine isomers (18,19), ser-
pentine isomers (24,28), tetrahydrosecodinol (30) 
and tabersonine (33). They have previously been 
reported in various other species within the Apoc-
ynaceae family (Buckingham et al. 2010).

GC-MS and UPLC-MS analysis indicated oc-
currence of 33 alkaloids, of which eburenine (2), 
vincanine (12), yohimbine isomer II (19), vallesia-
chotamine (20), strictosidine lactam (23) and stric-
tosidine (27) were the major components. Ebure-
nine was the most abundant alkaloid in R. stricta 
hairy roots. 

In conclusion, a simple and efficient gene trans-
fer method is reported for R. stricta for the first 
time. New analytical methods were established 
which enabled comprehensive investigation of the 
alkaloids. These data might serve as a basis for fur-
ther utilization of biotechnological methods for R. 
stricta and its further metabolic engineering. 

Tiivistelmä 
 
Alkaloidit Rhazya stricta Decne.  
in vitro -viljelmissä 

Rhazya stricta Decne. (Apocynaceae) on Lähi-idästä 
ja Kaakkois-Aasiasta kotoisin oleva perinteinen lää-
kekasvi. Se tuottaa lukuisia terpeeni-indolialkaloi-
deja (TIA), joista useilla on tärkeitä farmakologisia 
ominaisuuksia. Tämä tutkimus keskittyi biotek-
nologisten menetelmien kehittämiseen R. stricta 
-kasville. Näihin menetelmiin lukeutuivat erilais-
tumattomien solukkoviljelmien perustaminen sekä 
Agrobacterium rhizogenes -bakteerin avulla aikaan-
saadut siirtogeeniset karvajuuret, jotka ilmensivät 
varhaisen TIA-synteesireitin geenejä. Rhazya-alka-
loidit muodostavat laajan kirjon kemiallisia, erilai-
sen polaarisuuden omaavia rakenteita. Tästä syystä 
oli tärkeää kehittää uusia analyysimenetelmiä alka-
loidipitoisuuksien määrittämiseen ja alkaloidipro-
fiilien muutosten seuraamiseen eri siirtogeenisten 
linjojen ja käsittelyiden välillä. Kohdennetut ja koh-
dentamattomat analyysit solu- ja solukkoviljelmistä 
suoritettiin kaasukromatografia-massaspektromet-
rialla (GM-MS), korkean erotuskyvyn neste-kroma-
tografialla (HPLC), erittäin korkean suorituskyvyn 

nestekromatografialla (UPLC-MS) ja ydinmagneet-
tisella resonanssispektroskopialla (NMR). 

Vain lehdet, toisin kuin sirkkalehdet, alkeis-
varret tai varren osat, olivat alttiita agrobakteeri-
infektiolle ja siten karvajuurten muodostumiselle. 
Transformaatiotehokkuus vaihteli 22 ja 83 prosen-
tin välillä kohdegeenin mukaan. Tutkimuksessa 
löydettiin kaiken kaikkiaan 33 TIA-yhdistettä R. 
stricta -kasvista mukaan lukien kymmenen Rhazia-
suvulle uutta alkaloidia.

NMR-datan monivarianssianalyysi osoitti sel-
keän eron siirtogeenisten ja villityypin tai gus-kar-
vajuurien välillä. Tämä johtui todennäköisimmin 
eroista primäärimetaboliittien pitoisuuksissa, kos-
ka alkaloidien kokonaispitoisuudessa ei ollut eroa 
eri karvajuurilinjojen ja kontrollien välillä. 

Tässä työssä esitetään ensimmäistä kertaa yk-
sinkertainen ja tehokas geeninsiirtomenetelmä R. 
stricta -kasville. Lisäksi kehitettiin joukko uusia 
analyysi-menetelmiä alkaloidien kokonaisvaltai-
seen analysoimiseen. Nämä tulokset luovat pohjan 
bioteknologisten menetelmien laajemmalle käy-
tölle R. stricta -kasvin kohdalla ja sen metabolian 
muokkaamiselle.
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