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Back cover photo: SmartCell, taiteilija Teresa Capell

“l have created this painting to represent EU-funded FP7 project SmartCell: Rational
Design of Plant Systems for Sustainable Generation of Value-Added Industrial
Products. Transgenic tobacco one day will have the ability to produce vincristine and
vinblastine, molecules that are used in the treatment for leukemia, a lot more effectively
than Catharantus roseus. Through genetic engineering genes will be transferred from

Catharantus to tobacco.”

The original painting is by the Spanish artist Teresa Capell who also is a University
Professor and Plant Scientists. The technique used was giclée digital printing with eight
ultra chrome pigmented dyes.The paper is Somerset enhanced Velvet 255 g, 50 x

50 cm, edited in the Tinta Invisible workshop in Barcelona in March 2012. The series
comprises the following copies: 200 signed copies numbered from 1/200 to 200/200.
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leemanumero:

Kasvit ladkkeina ja uusien
laakeaineiden lahteina

asvit ovat toimineet vuosisatoja
ladkkeind ja uusien lddkeainei-
den ldhteind. Kasveista on 10ydetty
viime vuosikymmenind uuden-
tyyppisid lddkeaineita esimerkiksi
yovan hoitoon. Viimeisimpind
edistysaskeleena on onnistuttu tuottamaan suun-
nitellusti ja kontrolloidusti terapeuttisesti aktiivi-
sia yhdisteitd kasveissa ja kasvisoluviljelmissd. Myos
luonnonainetietokantoja on ryhdytty soveltamaan
ladkekeksinnissd perinteisten yhdistetietokantojen
rinnalla. Vaikka biologiset lidkkeet seki solu- ja gee-
niterapiat valtaavat markkinoita esimerkiksi autoim-
muunisairauksien ja syovin hoidossa, kasveista
voidaan siis yhi 10ytdd uusia lddkeaineita. Myos bio-
logisia lddkeaineita (biopharmaceuticals) voidaan
tuottaa kasveissa ja kasvisoluviljelmissi. Ensimmai-
nen kasvisoluissa tuotettu biologinen ldike, taliglu-
seraasi alfa (Elelyson®), joka on tarkoitettu Gauche-
rin taudin hoitoon, tuli markkinoille vuonna 2012.
Ladkekehityksen trendeistd ja uusista lddke-
aineista huolimatta perinteisten kasvirohdos-
valmisteiden kdytté on lisddntynyt linsimaissa.
Monet kasvirohdosvalmisteiden kiyttdjit tavoitte-
levat terveyttd edistivid vaikutuksia ja hyvinvoin-
tia, mutta valmisteet saattavat myos olla tehokkaita
joidenkin oireiden, esimerkiksi lievien masennus-
oireiden, hoidossa tai muun hoidon tukena. Kas-
virohdosvalmisteiden turvallisuusriskit tunnetaan
kuitenkin varsin huonosti. Niilld saattaa olla mer-
kittdvid haittavaikutuksia tai yhteisvaikutuksia sa-
manaikaisesti kiytettyjen lidkeaineiden kanssa ja
ne saattavat sisiltdd jopa toksisia yhdisteitd. Koska
kasvirohdosvalmisteita ja kayttotarkoituksia on
lukemattomia, ei siis ole perusteita viittdd, ettd
kaikki kasvirohdosvalmisteet olisivat tehottomia
tai ettd ne kaikki olisivat turvallisia. Luotettavaa
tutkimustietoa ja koulutusta tarvitaan lisda.

© Suomen Farmasialiitto ry

Kaikkiaan kasvirohdosvalmisteita on kisitelty
varsin vihin suomalaisilla terveydenhuollon am-
mattilaisten foorumeilla. Luotettavaa, niytt6on
perustuvaa tietoa kasvirohdoksista ja niiden vaiku-
tuksista on niukasti saatavilla. Téstad syystd Suomen
Farmakologiyhdistys, Suomen Kliinisen Farmako-
logian Yhdistys ja Suomen toksikologiyhdistys jar-
jestivit 23.-24.4.2015 kasvirohdosten tehoon, tur-
vallisuuteen ja viranomaisvalvontaan keskittyvin
tieteellisen symposiumin. Tavoitteena oli, etti yh-
distysten lddketutkimuksessa ja -kehityksessa sekd
ladke- ja elintarvikevalvonnassa tyoskentelevit ja-
senet voisivat pdivittda rohdosvalmistetietouttaan.
Symposiumin yhteenvedossa todettiin, ettd mydos
muut terveydenhuollon ammattilaiset, erityisesti
kliinikkolddkiarit sekd farmaseutit ja proviisorit,
tarvitsevat enemmin tietoa kasvirohdosvalmis-
teista. Dosiksen toimituskunta paitti koota tee-
manumeron kasvirohdosvalmisteiden ja kasveissa
tuotettujen ladkeaineiden ympdrille. Teemanume-
ron kirjoittajiksi kutsuttiin sekd symposiumin pu-
hujia ettd kasvibiotekniikan tutkijoita.

»Markus Forsberg

FaT, professori (farmakologia)

Puheenjohtaja, Suomen Farmakologiyhdistys ry
[t&-Suomen yliopisto, farmasian laitos

PL 1627

70211 Kuopio

=»Anneli Ritala-Nurmi

FaT, farmaseuttisen biologian dosentti
Johtava tutkija
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02044-VTT, Espoo
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Kasvirohdosvalmisteiden
ja luonnonlaakkeiden
kayttoon liittyvat riskit

’ , Luonnollinen on haitatonta ja turval-

lista”, ndinhdn kuulee luonnonliik-
keistd (Suomessa virallisesti: kasvirohdosval-
misteista) usein puhuttavan ja mainostettavan.
Lausuma ei pidd paikkaansa. Ensinnikin, kasvi-
valmisteet tai kasveista perdisin olevat yhdisteet,
joilla on tai on ollut aikoinaan riittivd hyoty-
haitta-suhde, pyritddn ottamaan kaytt6on tai on
jo kaytetty hyviksi uusien liddkeaineiden kehit-
tdmisessd. Muutama esimerkki auttanee muis-
tamaan kasviperdisten lddkeaineiden merkityk-
sen ladkehoidossa: morfiini, atropiini, kofeiini ja
muut metyyliksantiinit, efedriini, ergotalkaloidit,
monet syopalddkkeet. Ndin varsin suuri osa nykyi-
sestd ladkearsenaalistamme on jossain méirin vie-
lakin perdisin tai johdettu kasveista. Jiljelld olevat
perinteiset kasvirohdosvalmisteet ovat useimmi-
ten farmakologisesti ja terapeuttisesti “mietoja” ja
yleensd myos toksikologisesti hyviksyttavid, miki
ei kuitenkaan poissulje haittojen mahdollisuutta.
Sisdltdvathin monet jatkuvasti kdytossd olevat kas-
virohdosvalmisteet pienid miaria hyvinkin toksisia
aineita, kuten pyrrolitsidiinialkaloidit (lasiokar-
piini, riddelliini), estragoli, pulegoni, kversetiini.
Esimerkiksi fenkolivalmisteet sisaltdvit estragolia
ja piparminttuvalmisteet pulegonia.

© DOSIS VOL.33 n:0 03/2015

KASVIROHDOSVALMISTEIDEN
TURVALLISUUTEEN VAIKUTTAVIA
TEKIJOITA

Vaikka valtaosa kasvirohdoksista on turvallisia
tavanomaisessa kaytossd, useat tekijiat vaikutta-
vat niiden turvallisuuteen (Taulukko 1). Monet kas-
virohdosten kiyttoon liittyvit ongelmat johtuvat
kasvirohdosvalmisteiden puuttuvasta tai puut-
teellisesta ennakkotarkastuksesta, hyviksymisme-
nettelysti ja jilkivalvonnasta, vaikka esimerkiksi
Euroopan unioni on tydskennellyt jo pari vuosi-
kymmentd tilanteen parantamiseksi (ks. seuraava
sivu). Ongelmien taustalla on usein kasvirohdosval-
misteiden luonne: ne sisiltavit lukuisia yhdisteita
vaihtelevissa miirissd, ja lisiksi monet yhdisteet
ovat rakenteeltaan hyvin monimutkaisia ja tieti-
mys niiden vaikutuksista on varsin vajavaista. Valta-
osa lddkkeistd sisdltdd yhtd vaikuttavaa lddkeainetta,
joten kdytdnnossi kaikki prekliiniset ja toksikologi-
set menetelmit on kehitetty yksittéisille aineille, ja
niiden soveltuvuus monimutkaisten seosten tutki-
mukseen ei ole useinkaan selvai.

Tutkimusten puutteellisuus ja usein huono laa-
tu ovat luonnollisesti seki tehon etti turvallisuu-
den arvioinnin kannalta suuri ongelma. Lisdksi
tdma ongelma kulminoituu hyoty-haitta-suhteen

© Suomen Farmasialiitto ry



arvioinnissa. Koska tiedot varsinkin perinteisten
kasvirohdosten mahdollisista hyddyistd ja hai-
toista perustuvat ainoastaan kymmenid vuosia
jatkuneeseen kayttoon ja siitd saatuihin epimai-
rdisiin kokemuksiin eivitkd tieteelliseen tutki-
musndyttoon, hyddyn ja haitan maédrittely on
hankalaa. Viivdstyneen toksisuuden tai esimer-
kiksi karsinogeenisuuden arvioinnissa pitkdkddn
perinne ei takaa turvallisuutta.

KASVIROHDOSVALMISTEIDEN
VIRALLINEN HYVAKSYMINEN
EUROOPAN UNIONISSA

Kasvirohdosvalmisteet sisillytettiin Euroopan uni-
onin lddkelainsdddiantdon vuonna 2001. Perinteiset
kasvirohdosvalmisteet voidaan rekister6ida ilman
tieteellistd ndyttod, jos “valmiste on ollut ennen
hakemuksen tekopdivid lddkkeend kdytossd yhta-
jaksoisesti vihintddn 30 vuoden ajan, josta vihin-
tddn 15 vuotta Euroopan unionissa”, eiki ole perus-
teltua syytd epdilld, ettd niistd olisi haittaa. My0Os

vakiintuneessa kiytossi eli yli kymmenen vuotta
EU:ssa olleet valmisteet voidaan hyviksyd varsin
kevyelld tutkimusnaytolld. Uusien kasvirohdosladk-
keiden hakemuksilta vaaditaan yhtd laajat tutki-
mukset kuin muiltakin uusilta lddkkeilts, esimerk-
kini lddkekannabisvalmisteet.

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

Yleisempi lddketurvallisuuteen liittyvd ongelma
on kasvirohdosvalmisteiden tuominen ravinto-
lisind ("botanicals”) markkinoille, jolloin ne ovat
elintarvikevalvonnan alaisia. Ravintolisilti ei vaa-

Taulukko 1. Kasvirohdosvalmisteiden turvallisuuteen vaikuttavia tekijoita

Jarkeva ja ohjeisiin
perustuva kliininen kaytto arviointia
Yhteisvaikutusten tunnistaminen
ja vaarallisten yhteisvaikutusten
vélttdminen

set tutkimukset

L&éhtdaineen oikea tunnistaminen ja
merkitseminen
keinona

Laatukontrolli valmistuksen kaikissa
vaiheissa

Potentiaalisesti toksisten kompo-
nenttien tunnistaminen
analytiikka)

Toksikologinen riskinarvio

Vaatii tutkimusnayttéon perustuvaa

Asianmukaiset prekliiniset ja kliini-

Vakiintuneet menetelmat olemassa;
DNA-sormenjéljet uusimpana

GMP, SOPit, Euroopan
farmakopea (jos olemassa)

Koostumuksen tutkimiseen ole-
massa hyvat menetelmét (LC-MS-

Kattava testi- ja tutkimusohjeisto

Arviointi vaihtelevaa eri maissa,
tutkimusnaytto vajavaista

Ko. tutkimusmenetelmien sovel-
tuvuus kasvirohdosvalmisteille

Lahtdaineen koostumus vaihtelee
ja sen standardisointi ongelmallista

Vaarentaminen, kontaminantit,
tahallisesti lisatyt varsinaiset ladke-
aineet (tehon parantamiseksi)

Vaihtelevat pitoisuudet,
vddrentaminen, kontaminantit

Riittdma&ton ja huonolaatuinen
tutkimusnaytto

GMP hyvat valmistuskaytédnnot (engl. Good Manufacturing Practice)
SOP vakioidut toimintaohjeet (engl. Standard Operating Procedure)
LC-MS nestekromatografia-massaspektrometria (engl. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)

© Suomen Farmasialiitto ry
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dita teho- tai perinnendyttdad eikd myyntiin tuloa
edeltdvdd laadunvalvontaa. Kuluttajan kannalta
voi olla pulmallista, jos lddkepakkauksen nikoiset
purkit ja pullot sisiltdvit pillereitd ja uutteita, joi-
den koostumusta ei ole selvitetty.

KLIININEN TURVALLISUUS JA
HAITTAVAIKUTUKSET

Potilas ei useinkaan ilmoita hoitavalle ladkarille
kayttdmidan kasvirohdosvalmisteita ja voi myos lai-
minly6da varsinaisen lidkehoidon turvautuessaan
rohdosvalmisteeseen. Molemmat tilanteet voivat
johtaa hankaliin seuraamuksiin joko yhteisvaiku-
tusten kautta tai lddkkeilld hoidettavissa olevan sai-
rauden pahenemisena. Kasvirohdosvalmisteiden
yhteisvaikutukset varsinaisten ldikkeiden kanssa
ovatkin laajalti tunnistettu potentiaalinen haitta.
Esimerkiksi maikikuismavalmisteiden aiheutta-
mien ladkeyhteisvaikutusten vuoksi niiden myynti
on Suomessa rajattu apteekkeihin. Kasvirohdosval-
misteiden jdrjestelmillinen turvallisuusseuranta
on vield varsin nuorta, ja sen vuoksi kiyton aikana
ilmenneet haitat ovat vieldkin spontaanisti ilmoi-
tettuja tapauksia tai tapaussarjoja, joiden merkityk-
sen tieteellinen arviointi on vaikeaa. Viime vuosien
aikana erityisesti maksahaittoja on yhdistetty joi-
hinkin kasvirohdosvalmisteisiin, esimerkiksi tahka-
kimikki-, pelargonia- ja keltamovalmisteisiin.

PAATELMAT

Kasvirohdokset ovat lidkkeiden "harmaalla alu-
eella” lain mukaan lddkeaineita, mutta tehon ja
turvallisuuden niyttovaatimusten suhteen usein
lahempini kasviperiisid ravintolisid. Vaikka kas-
virohdosvalmisteita pidetddn yleensd turvallisina,
monet esimerkit osoittavat, ettd tdimi ei pida paik-
kaansa. Kasvirohdosvalmisteiden toksisuudesta ja
haittavaikutuksista tarvitaan systemaattista ja kat-
tavaa kartoitusta luotettavilla menetelmilld, mutta
talld hetkelld ei ole olemassa yksimielisyyttd kdy-
tdnnon keinoista.

© DOSIS VOL.33 n:0 03/2015
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Kasvirohdosvalmisteiden
viranomaisvalvonta
£U:ssa ja Suomessa

=2Eeva Sofia Leinonen

LT, sisatautien erikoislaakari

yilaakari

Laakealan turvallisuus- ja kehittamiskeskus Fimea
eeva.s.leinonen@fimea.fi

TIIVISTELMA

Kasvirohdosvalmisteen myyntilupa edellyttdd vastaavaa ndytt6d kuin minka tahansa ladkevalmisteen. Niin
sanotut perinteiset kasvirohdosvalmisteet, joita on kéytetty ladkkeend vihintdin 30 vuotta, voivat kuiten-
kin pddstd markkinoille yksinkertaistetun rekisteréintimenettelyn kautta, jossa tieteellistd ndyttod valmis-
teen tehosta ei vaadita. Laadunvalvonnan osalta vaatimukset ovat samat kaikille lddkevalmisteille, myos
perinteisille kasvirohdosvalmisteille.

Kansalliset viranomaiset arvioivat kasvirohdosvalmisteet myyntilupa- ja rekisterdintihakemuksessa
esitetyn kliinisen ja ei-kliinisen ndyton, laadun ja perinnendyton perusteella. Euroopan tasolla kasviroh-
dosvalmisteiden yleisempid arviointia tehdddn Euroopan lddkeviranomaisen kasvirohdosvalmistekomi-
teassa, jonka linjaukset ja ohjeistot auttavat kansallisia viranomaisia ndiden pidtoksenteossa ja helpotta-
vat harmonisointia eri EU-maiden vililld. Yksittdisen valmisteen arviointi on viime kiddessi kansallinen
asia ja riippuu my0s paikallisesta lddketieteellisestd kiytdnndstd ja kansallisista ohjeistoista. Katsaus pyr-
kii antamaan lukijalle kisityksen kasvirohdosvalmisteille asetettavista vaatimuksista ja niitd arvioivasta
viranomaisjirjestelmistd Suomessa ja Euroopassa.

Avainsanat: Rohdoskasvi, kasvirohdosvalmiste, perinteinen kasvirohdosvalmiste, kasvirohdosvalmisteko-
mitea, myyntilupa, rekisterdinti
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JOHDANTO

Lidkekasveja on kdytetty eri puolilla maailmaa
tuhansia vuosia, arkeologisten 10ydosten valossa
ilmeisesti jo paleoliittisella kaudella. Kiinasta ja
Intiasta on tietoa lddkekasveista ja niiden kay-
tostd vuosituhansilta ennen ajanlaskumme alkua.
Euroopassa ensimmadiset kirjalliset tietoldhteet yrt-
tiladkinndstd ovat antiikin ajan Kreikasta. Pitkddn
kayttoperinteeseen nihden lidkkeiden - myds kas-
viperdisten - viranomaisvalvonta on uutta. Lidke-
tieteen kehityksen myo6ti lddkkeiden valmistus siir-
tyi rohdoskasvien kasvatuksesta kotipuutarhoissa ja
luostareissa apteekkeihin ja lidketehtaisiin. Samalla
on ymmidrretty tarve suojella potilaita mahdolli-
silta hoidon haitoilta arvioimalla lddkkeiden laa-
tua, tehoa ja turvallisuutta.

Nykyisen 1960-luvulta alkaen kehitetyn Eu-
roopan unionin lddkeviranomaisjirjestelmin
pddmiidrand on kansanterveys (Airaksinen ja Kar-
hulahti 1994). Laidkkeiden arvioinnissa yleisesti
arvioidaan lidkkeiden teho- ja turvallisuusnayt-
tod sekd laatua (Ladkelaki 395/1987, Direktiivi
2001/83/EY, Direktiivi 2004/24/EY). Meilld pit-
kddn kdytossd olleille perinteisille kasvirohdos-
valmisteille, joilla ei ole tieteellistd tehondyttoa,
on kuitenkin haluttu sdilyttdd paikka Euroopan
ladkevalikoimassa. Tdmédn vuoksi niitd varten on
sdddetty erillinen yksinkertaistettu rekisteroin-
timenettely, jossa tieteellistd ndyttdd valmisteen
tehosta ei vaadita. Laatua ja valmistusta koske-
vat vaatimukset ovat kuitenkin niille samat kuin
muillekin lddkkeille. Muut kasvirohdosvalmisteet
kuin ns. perinteiset kasvirohdosvalmisteet saavat
myyntiluvan samojen periaatteiden nojalla/mu-
kaisesti kuin lidkevalmisteet yleensikin.

Suurin osa kaupan olevista rohdoksista valmis-
tetuista valmisteista ei ole sairauden hoitoon tai
ehkdisyyn tarkoitettuja liadkevalmisteita, vaan
elimiston normaalia toimintaa tukemaan tarkoi-
tettuja ravintolisid tai esimerkiksi ns. luontais-
kosmetiikkaa. Kasvirohdoksista valmistettuja ra-
vintolisid on Suomessa kaupan tuhansia, kun taas
kasvirohdoslddkkeitd vain muutamia kymmenia.
Ravintolisit kuuluvat elintarviketurvallisuusvi-
rasto Eviran ja kunnallisten elintarvikevalvonta-
viranomaisten valvontaan. Luontaiskosmetiikkaa
valvoo Turvallisuus- ja kemikaalivirasto (Tukes).
Kasvirohdoksista valmistettuja valmisteita voi
olla myos sosiaali- ja terveysalan lupa- ja valvon-
tavirasto Valviran valvomissa lddkinnaillisissa lait-
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teissa, esimerkkind kuusenpihkaa sisdltiva pih-
kasalva. Samasta kasvista 1dht6isin olevia aineita
voi olla liadkkeissd, ravintolisissd ja tavallisissa
elintarvikkeissa: miard, koostumus ja kayttoaihe
ratkaisevat. Tassd artikkelissa kisitellddn ladke-
valmisteiden valvontaa.

MILLAINEN KASVI, SELLAINEN
TUOTE? EI NYT NIINKAAN

Lainsddddnnon mukaan kasvirohdosvalmiste on
ladkevalmiste, joka sisdltdd vaikuttavina aineina
yhtd tai useampaa kasviperdistd ainetta, yhtd
tai useampaa kasvirohdostuotetta taikka niiden
yhdistelmia (Laakelaki 395/1987).

Kasviperdisilld aineilla tarkoitetaan kuivattuja
tai tuoreita kokonaisia tai pilkottuja kasveja tai
kasvin osia (kuten kukka, verso, lehti, juuri, sie-
men), levid, sienid tai jakalid, joita ei ole prosessoi-
tu (Ladkelaki 395/1987). Kun kasviperdistd ainetta
kasitellddn esimerkiksi uuttamalla, tislaamalla,
puristamalla, fraktioimalla, puhdistamalla, kon-
sentroimalla tai kiymisen avulla, siiti tulee kasvi-
rohdostuote. Esimerkkejd kasvirohdostuotteista
ovat hienoksi paloitellut tai jauhetut kasviperii-
set aineet, tinktuurat, uutteet, haihtuvat oljyt,
puristetut mehut ja kisitellyt kasvinesteet.

Kasveissa on lukuisia eri yhdisteiti, ja monesti
ei ole tiedossa, milld niista on mahdollisia 1aak-
keellisid vaikutuksia tai mitkd niistd ovat hai-
tallisia. Tdmin vuoksi aina ei pystytd tekemiin
tavanomaisia farmakokineettisid ja -dynaamisia
tutkimuksia. Muutenkin kasvirohdosvalmistei-
den arvioinnissa on monia erityiskysymyksii, jot-
ka poikkeavat tavallisesta l1ddkearvioinnista.

Samasta lidhtokasvista, vaikkapa rohtovirma-
juuresta, on mahdollista valmistaa erilaisia kasvi-
rohdostuotteita, ja lopulta erilaisia kasvirohdos-
valmisteita. On selvii, ettd esimerkiksi jauhettua
rohtovirmajuurta siséltdvissi valmisteessa on eri
verran bioaktiivisia yhdisteitd kuin rohtovirma-
juuren etanoliuutetta sisdltdvissd valmisteissa.
Maiidrd riippuu sekd kasvirohdostuotteesta ettd
sen pitoisuudesta valmisteessa. Kiyttdjin saa-
ma miira riippuu myos annoksesta, ja kiyttdjain
altistus ja lddkevaikutukset taas bioaktiivisten
yhdisteiden farmakokinetiikasta ja -dynamiikas-
ta. Farmaseuttiset valmistusmenetelmit voivat
myds muuttaa kasvin sisdltimien yhdisteiden
midridn suhdetta, ja osa yhdisteistd voi puuttua
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valmisteesta, jos ne vaikkapa jddvit uuttumatta.
Samasta kasvista tehdyn valmisteen tietoja ei voi
siis soveltaa toiseen eri tavoin valmistettuun kas-
virohdosvalmisteeseen, vaan kukin kasvirohdos-
valmiste arvioidaan myyntilupa- tai rekisterointi-
vaiheessa erikseen.

UNIONISSA UNELMANA HARMONIA

Kasviperdisten valmisteiden kiyttd on Euroo-
pan maissa perinteisesti kirjavaa. Ladkareilld kas-
virohdosvalmisteiden kayttoperinne on vahva
esimerkiksi saksankielisissa maissa, osassa Eteld-
Eurooppaa ja Iti-Euroopassa, kun taas esimerkiksi
Pohjoismaissa ladkdrit maardavit kasvirohdosval-
misteita potilaille melko vdhidn. My®6s itsehoito-
valmisteiden kayton yleisyys vaihtelee: eri maissa
markkinoilla olevat valmisteet ovat erilaisia ja nii-
den lukumairissd on monikymmenbkertaisia eroja
maiden vililld. Kansallisten regulaatioprosessien
rinnalla toimii Euroopan lidkeviranomaisen viran-
omaisjdrjestelma.

Ladkedirektiivilli 2001/83/EY sdiddettiin, ettd
kasvirohdosldikkeet on muiden lddkevalmistei-
den tavoin valmistettava hyvid tuotantotapoja
(Good Manufacturing Practices, GMP) koskevi-
en perusperiaatteiden ja ohjeistojen mukaisesti.
Ladkedirektiivi maarittdd myos ladkevalmisteilta
myyntilupaan vaadittavat teho- ja turvallisuus-
tutkimukset.

Se, kuinka laajaa tutkimusniytt6d lddkeval-
misteelta vaaditaan myyntilupaan, riippuu siiti,
onko kysymyksessd uusi lddke vai vdhintddn 10
vuotta markkinoilla ollut vakiintuneessa ladkin-
nillisessd kdytossd oleva lidke (well-established
use, WEU). Uusilta ldakevalmisteilta vaaditaan
ns. tdydellinen hakemus. Liikevalmisteelle on
silloin tehty laajat toksikologiset, farmakologiset
ja kliiniset tutkimukset, joiden tulokset osoitta-
vat valmisteen hyddyn olevan haittoja suurempi
niissd kdyttoaiheissa ja siind potilasryhmaissi, jota
myyntilupahakemus koskee. Siddokset koskevat
myos uusia kasvirohdosvalmisteita.

Vakiintuneeseen kdytt6on perustuvassa myyn-
tilupahakemuksessa riittdd tieteellisestd kirjalli-
suudesta l0ytyvd ndytto tehosta ja turvallisuudes-
ta (Ladkelaki 395/1987). Vakiintuneeseen kiyttoon
perustuvaan myyntilupaan kasvirohdosvalmis-
teelle edellytetidin samat teho-, turvallisuus- ja
laatuvaatimukset kuin muilla lddkevalmisteilla,
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jotka saavat myyntiluvan vakiintuneen kayton
perusteella.

Perinteisid kasvirohdosvalmisteita kisittelevd
direktiivi 2004/24/EY maéirittelee yllimainittu-
jen uusien ladkevalmisteiden ja vakiintuneeseen
kayttoon perustuvien lidkevalmisteiden lisdk-
si ns. perinteisen kasvirohdosvalmisteen ja sitd
koskevat vaatimukset. Perinteiset kasvirohdos-
valmisteet ovat olleet kiytossd ladkkeend yhtdjak-
soisesti vihintddn 30 vuotta, josta minimissain 15
vuotta ainakin yhdessd EU-alueen maassa. Suo-
men kansallinen lddkelainsdddidnt6 on yhdenmu-
kainen yllimainittujen Euroopan unionin direk-
tiivien kanssa.

PERINTEINEN KASVIROHDOS-
VALMISTE ON ERITYISTAPAUS

Taydelliselld ja vakiintuneeseen ndyttodn perus-
tuvalla lddkevalmisteella on siis samat myynti-
lupavaatimukset riippumatta siitd, onko vaikut-
tava aine kasviperdinen aine tai kasvirohdostuote
vai jokin muu lddkeaine (Direktiivi 2004/24/EY).
Sen sijaan perinteisille kasvirohdosvalmisteille on
direktiivissd 2004/24/EY kuvattu kriteerit, joiden
perusteella ne voidaan saattaa kauppaan yksinker-
taistetulla rekisterdintimenettelylld tavanomaisen
myyntilupamenettelyn sijasta (Kuva 1).

Perinteisiltd kasvirohdosvalmisteilta ei vaadita
tieteellistd ndyttdd tehosta, ja vaatimukset tur-
vallisuuden osoittamisesta ovat rajalliset. Lain
mukaan perinteisten kasvirohdosvalmisteiden
teho on uskottava ("plausible”) niiden pitkdin
jatkuneen kdyton perusteella. Lisdksi pitkdn
kayttohistorian katsotaan takaavan riittdvin 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: kiyttéaiheen tiytyy olla sellainen, ettei
diagnostiikassa ja hoidon seurannassa tarvita ldi-
kiria. Perinteiset kasvirohdosvalmisteet ovat joko
suun kautta tai inhalaationa otettavia tai ne on
tarkoitettu pelkistddn ulkoiseen kiyttoon. Ylei-
sesti ndimi valmisteet on tarkoitettu lyhytaikai-
seen kiyttoon.

Vaatimus vihintddn 30 vuoden yhtdjaksoises-
ti 1adkekayttohistoriasta, josta ainakin 15 vuotta
EU-alueella, ei tarkoita sitd, ettd perinteen perus-
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teeksi riittdisi mikd vain samasta kasvista tehty
valmiste. Rekisterdintihakemuksessa on osoitet-
tava, ettd juuri kyseinen valmiste tai vastaava val-
miste tdyttdd ndmd aikavaatimukset. Vastaavassa
valmisteessa on oltava samat vaikuttavat aineet,
riippumatta kiytetyistd apuaineista, sama tai sa-
mankaltainen kiyttoaihe, sama vahvuus ja annos-
tus sekd sama tai samankaltainen antoreitti kuin
hakemuksen kohteena olevalla lidkevalmisteella.
Laki sallii kuitenkin, ettd valmisteen sisaltiman
vaikuttavan aineen miirai on vihennetty, tai ettd
esimerkiksi yhdistelmadvalmisteesta on poistettu
jokin aikoinaan mukana ollut vaikuttava aine.
Sen sijaan laatua ja valmistusta koskevia vaati-
muksia ei ole mitenkdin kevennetty, vaan samat
kriteerit kuin muita lidkevalmisteita koskevat

my0s perinteisid kasvirohdosvalmisteita. Kasvi-
rohdosvalmisteiden laadun arvioinnissa on luon-
nollisesti monia erityispiirteitd, jotka liittyvit
muun muassa kasvien alkuperddn, kisittelyyn ja
sdilytykseen. Oman lisdnsd arviointiin tuo se, ettid
kasveissa on yhden yhdisteen sijasta sadoittain
erilaisia yhdisteitd, ja vain osassa tapauksista on
tiedossa, mitkd kasvin yhdisteistd tai yhdisteryh-
mistd mahdollisesti aiheuttavat ladkkeellisid vai-
kutuksia tai haittoja. Jos valmisteen tieteellinen
ndytto riittdd myyntilupaan, sitd ei voi perinne-
vaatimuksen tdyttyessdkddn rekisteroidd yksin-
kertaistetun menettelyn kautta, silli myyntilupa-
menettely on laissa ensisijainen.

Voi ihmetelld, miksi Euroopassa on paidytty
hyviaksymiin ladkevalmisteiksi perinteisid kasvi-

Kuva 1. Kasvirohdosvalmistetyypit seka niiden myyntilupa- ja rekisterdintivaatimukset.

Laakevalmiste (kasvirohdosvalmiste)

Myyntilupa Rekisterdinti

Uusi H WEU Perinteinen
Koskee seka HMPC-monografia: Kasvi-
Laadketurvatoiminta myynti- rohdosvalmistekomitean laatima
luvallisia valmisteyhteenvedon kaltainen
ettéd rekiste- teksti.
Potilasinformaatio, merkitseminen, markkinointi roityja
Yhteisoluettelo: Siséltaa
= Euroopan komission hyvdksymat
Teho valmisteyhteenvetopohjat tietyille
Perinteinen kaytto ) rekistert’)ité\{ilIe'perinteisille kasvi-
Voidaan rohdosvalmisteille.
‘ Uudet tutkimukset H Kirjallisuus ‘ korvata
HMPC- Molemmissa tapauksissa
Turvallisuus Asiantuntijalausunto| | monografialla  tekstipohjan tietoja taydennetaan
Kirjallisuus tai yhteisé- valmistekohtaisilla tiedoilla (kaup-
: — Uudet tutkimukset luettelolla panimi, koostumus, ladkemuoto,
‘ Uudet tutkimukset H Kirjallisuus ‘ | muut farmaseuttiset tiedot).
Laatu WEU: Well-established use;
vakiintunut l1adkkeellinen kaytto.
Samat
vaatimukset (Kuvan lahde: Koski S. Moni-
= myynti- muotoinen kasvirohdoslaake.
Hyvéat tuotantotavat (GMP) luvallisille SIC! 2/2011)
ja rekiste-
roidyille
Hyvat viljely- ja kerdystavat (GACP) valmisteille

© DOSIS VOL.33 n:0 03/2015

I0

© Suomen Farmasialiitto ry



rohdosvalmisteita, joiden tehosta ei ole tieteel-
lisesti patevdd nayttod, ja joiden turvallisuus on
osoitettu paljon heikommin kuin muiden lddke-
valmisteiden. Yhtend syyni lienee vahva perinne
kayttdd nditd ladkkeitd esimerkiksi saksankielisis-
sd maissa sekd Eteld- ja Itd-Euroopassa.

KANSALLINEN JA EUROOPPALAINEN
VIRANOMAISYHTEISTYO

Lidkevalmisteelle voidaan hakea myyntilupaa
(uudet ja vakiintuneeseen kdytt6on perustuvat
valmisteet) tai rekisterdintid (perinteiset kasvi-
rohdosvalmisteet) kansallisen menettelyn kautta
yhden maan lddkeviranomaiselta. Toinen menet-
telytapa on hakea yhdessd maassa jo hyviksytyn
valmisteen lupaa laajennettavaksi useampaan EU-
maahan niin sanotulla tunnustamismenettelylla.
Kolmanneksi lupaa voidaan hakea samanaikai-
sesti useaan EU-maahan niin sanotulla hajaute-
tulla menettelylld (Lidkelaki 395/1987, Direktiivi
2001/83/EY, Direktiivi 2004/24/EY). Lopuksi ole-
massa on vield keskitetty menettely, jossa myyn-
tilupaa haetaan samanaikaisesti koko EU-alu-
eelle. Keskitetty menettely on poikkeustapauksia
lukuun ottamatta mahdollinen vain uusille ladke-
valmisteille, eikd kdytinnossi ole vield koskenut
kasvirohdosvalmisteita. Suurin osa meilld kaupan
olevista kasvirohdosvalmisteista ja perinteisistd
kasvirohdosvalmisteista on tullut Suomeen kan-
sallisen hakemuksen perusteella. Kaikissa tapa-
uksissa kussakin hakemusmenettelyssi mukana
olevassa jasenmaassa myyntilupa- tai rekisterdin-
tihakemusta on arvioimassa seki kliininen arvioit-
sija ettd laatuarvioitsija.

Kansallisen arvioinnin tueksi ja yhdenmukais-
tamiseksi perustettiin 1980-luvulla Euroopan 14a-
keviranomaisen ihmisldikekomitean yhteyteen
kasvirohdosvalmistetydryhmid, jonka pohjalta
muodostettiin erillinen kasvirohdosvalmisteko-
mitea vuonna 2004 (Committee on Herbal Me-
dicinal Products, HMPC). Komiteassa on edustus
kaikista unionin jisenmaista, ja mukana on sekd
kliinisia ettd kasvirohdosvalmisteiden laadun asi-
antuntijoita. Komitean suomalaisjisen on tilld
hetkelld timin artikkelin kirjoittaja ja varajisen
erikoistutkija Sari Koski Fimeasta. Lisiksi komi-
teaan kuuluu erityisasiantuntijajisenid, joista
toksikologiasiantuntija on suomalainen farma-
kologian emeritusprofessori Olavi Pelkonen vield
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timin vuoden ajan. Komitea ei suoraan kisittele
kasvirohdosvalmisteiden yksittdisia hakemuksia,
vaan toimii Euroopan tason asiantuntijaelimeni
kansallisten virastojen tukena.

KASVIROHDOSVALMISTEKOMITEAN
TYOSARKA

HMPC laatii ohjeistoja tukemaan kasvirohdosval-
misteiden arviointia jaisenmaissa sekd ohjeeksi kas-
virohdosvalmisteita valmistaville yrityksille. Komi-
tea tekee kasvirohdosasioissa yhteistyotd Euroopan
ladkeviranomaisen muiden komiteoiden ja tyo-
ryhmien sekd Euroopan farmakopeaty6éryhmin,
Euroopan elintarviketurvallisuusvirasto EFSA:n ja
muun muassa potilasjirjestdjen kanssa. Komitean
perustamisvaiheessa kartoitettiin Euroopan unio-
nin alueella kiytossd olevia kasvirohdosvalmisteita,
ja laadittiin tilld perusteella luettelo kasveista, joi-
den osalta tarvitaan yhteistd arviota harmonisoin-
nin pohjaksi. Listalla olevista kasveista on toistai-
seksi arvioitu yli 160 kasvia.

Arvioinnin perusteella on tihin mennessi hy-
viksytty 136 Euroopan unionin kasvimonografiaa,
jotka toimivat mallina jisenmaille niiden sisalti-
mien valmisteiden valmisteyhteenvedon pohjaksi.
Tadmin ansiosta yksittdisen jisenmaan ei tarvitse
joka hakemuksen kohdalla erikseen arvioida kdyt-
toaiheita, annostelua, kohderyhmai, riskeji 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
myoskdin sido sellaista jasenmaata, joka on kasvi-
rohdosvalmistekomiteassa jattinyt sithen eridvin
mielipiteen.

Lisdksi direktiivissd 2004/24/EY méarittiin laa-
dittavaksi perinteisid kasvirohdosvalmisteita kos-
keva yhteisoluettelo, johon lisidttivit valmisteet
katsotaan turvallisiksi ja itsehoitoon soveltuviksi.
HMPC:n arvioinnin pohjalta yhteis6luetteloon
on lisitty kahdestatoista eri ldhtokasvista tehtyja
valmisteita. Yhteisoluettelo on jisenmaita sitova:
jos valmiste kuuluu yhteisoluetteloon, se riittdd
perinteen ja turvallisuuden sekd uskottavan te-
hon osoittamiseen ja valmiste kuuluu yksinker-
taistetun rekisterdinnin piiriin. Laatu tdytyy aina
arvioida valmistekohtaisesti. Lisdksi on arvioitu 15
kasvia, joista valmistettujen rohdosvalmisteiden
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osalta ei voitu ndyton puutteessa laatia yhteiso-
luettelomerkintida eikd kasvimonografiaa, vaan ai-
noastaan julkinen lausunto.

Valmiit monografiat, yhteisoluettelomerkinnit
jajulkiset lausunnot 16ytyvit Euroopan ladkeviran-
omaisen sivuilta (ks. kirjallisuusluettelo). Lisiksi
valmistelussa olevat arvioinnit ovat ennen hyvik-
symistd julkisesti saatavilla ja kommentoitavina.
Saatujen kommenttien perusteella tehdidin usein
muutoksia lopullisiin dokumentteihin. Tiedot
lasten ja nuorten kiyttoén sopiviksi arvioiduista
kasvirohdosvalmisteista on my6s koottu yhteen
Euroopan lddkeviranomaisen sivustolle (ks. kirjal-
lisuusluettelo).

TULEVAISUUDEN HAASTEITA

Kasvirohdosvalmistekomitea on tihdn asti arvi-
oinut Euroopassa kiytossd olleita kasvirohdos-
valmisteita. Vuosien kuluessa kuitenkin vdhitel-
len lisddntyy niiden valmisteiden mair4, jotka ovat
perdisin muualta - kuten Kiinasta tai Intiasta - ja
ovat olleet jossain EU-maassa kiytossd vihintddn
15 vuotta. EU:n ulkopuolelta tulevien kasvirohdos-
valmisteiden hakemusten odotetaan lisddntyvin
tulevina vuosina. Niiden arviointi on vaativaa, silld
kasvilajin tunnistuksesta tai lahtokasvien alkupe-
rastd alkaen menetelmit ja laatuvaatimukset ovat
erilaisia eri puolella maapalloa. Myds perinteisen
kiinalaisen hoidon tai intialaisen Ayurveda-hoidon
nidkemykset terveydesti ja sairaudesta poikkeavat
paljon linsimaisesta.

Perinteisesti kdytossd olleiden kasvirohdos-
valmisteiden tehosta ja turvallisuudesta saadaan
usein lisdd tietoa tapausselostusten, haittatapahtu-
maraportoinnin tai tieteellisten tutkimusten myo-
td. Esimerkiksi méakikuismavalmisteiden todis-
tettu teho masennuslidikkeini ja toisaalta niiden
laajat yhteisvaikutukset muiden lddkkeiden kanssa
sekd muut haitat ovat selvinneet vasta 2000-luvun
taitteessa, vaikka itse lddkekasvia on kiytetty an-
tiikin ajoilta alkaen. Timén vuoksi aiemmin Suo-
messakin vapaasti ruokakaupoissa saatavilla olleet
mikikuismavalmisteet ovat nykydin myyntiluval-
lisia lddkevalmisteita ja myynnissi vain apteekissa.
Tutkimustiedon karttuessa aiempia kasvirohdos-
valmistekomitean arviointeja ja niihin perustuvia
monografioita ja yhteistluettelomerkint6ji paivi-
tetddn. Jatkossa timai tyo lisddntyy.
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HARMONIA ON ETAINEN HAAVE

Monissa Euroopan maissa on myyntiluvallisina
kasvirohdosvalmisteita, jotka eivit ajanmukaisen
tieteellisen tiedon valossa kuitenkaan ole tehok-
kaita. Hyvd esimerkki téllaisista valmisteista ovat
neidonhiuspuuvalmisteet. Neidonhiuspuuta on
kiytetty rohdoskasvina jo useita tuhansia vuo-
sia. Muinaisessa Kiinassa sen kiyttoaiheita oli-
vat mm. astma ja muut keuhkosairaudet. Nimai
indikaatiot ovat jddneet historiaan. Muutamissa
EU-maissa neidonhiuspuuvalmisteita kadytetdin
dementialddkkeini. Tieteellinen néytto ei puolla
tatd. Useiden kansainvilisten neurologiyhdistys-
ten, mukaan lukien Euroopan neurologiyhdistys,
arvioinnin mukaan neidonhiuspuuvalmisteet eivit
auta dementiassa. Suomessa neidonhiuspuuvalmi-
steita on rekisterdity perinteisind kasvirohdosval-
misteina lievien ddreisverenkiertohdirididen hoi-
toon, josta on perinnendytto.

Euroopan tason arviointi auttaa kansallisia [d4-
keviranomaisia ja vihentdi paikallista tyotd. Toi-
saalta on perusteltua, ettd kukin maa voi arvioida
valmisteiden kiyttéd oman maan hoitokiytin-
non kannalta. Lain tarkoitus ei ole pakkosyottda
kaikkiin EU-maihin jonkin yksittdisen maan pai-
kallista perinnettd. Yhdenmukaista kayttoad edel-
lyttdvid yhteisoluettelomerkintdjd onkin pystytty
sopimaan vain harvoista kasveista.

Myyntilupa- ja rekisterdintihakemuksissa ote-
taan huomioon valmisteen kansanterveydellinen
merkitys juuri siind maassa, johon lupaa haetaan.
Téhidn asti melkein kaikki hakemukset ovat olleet
maakohtaisia. Jatkossa yhd useammin rekiste-
rointid tai myyntilupaa haetaan useaan maahan
samanaikaisesti, ja maiden vilisti neuvottelua
tarvitaan entistd enemman.

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
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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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TIIVISTELMA

Euroopan farmakopea (Ph.Eur.) on Euroopan neuvoston julkaisema normikokoelma, joka siséltda sitovat
laatuvaatimukset ld4keaineille, apuaineille ja lddkevalmisteille. Farmakopea on toimivaltaisen viranomai-
sen (Suomessa Lidkealan turvallisuus- ja kehittdmiskeskus Fimea) vahvistama, ja sitd tarvitsevat toimin-
nassaan lddketeollisuus, lidketukkukaupat, apteekit ja lidkevalvontaviranomaiset. Myos kasvirohdokset,
kasvirohdostuotteet ja kasvirohdosvalmisteet kuuluvat farmakopean soveltamisalaan. Tima katsaus joh-
dattelee lukijaa ymmartimian Euroopan farmakopean laatuvaatimusten merkityksen Euroopan lddkeval-
vonnassa ja perehdyttdi erityisesti Ph.Eur.:n kiytt6d kasvirohdosten, kasvirohdostuotteiden ja -valmistei-
den ndkokulmasta.

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

JOHDANTO

Euroopan farmakopeatoiminta on ollut kiinted osa
Euroopan lddkevalvontaa jo yli 50 vuoden ajan. Far-
makopeatoiminnalla pyritddn edistimian kansan-
terveyttd, helpottamaan lddkkeiden vapaata liik-
kuvuutta Euroopassa, varmistamaan Euroopasta
vietyjen ja sinne tuotujen lidkkeiden laatu sekd
tuottamaan tarkoituksenmukaisia tekstejd sidos-
ryhmien tarpeisiin (The European Directorate for
the Quality of Medicines & HealthCare EDQM
2015).

Talld hetkelld Euroopan farmakopean valmiste-
lua koskevan yleissopimuksen on allekirjoittanut
jo 37 maata sekd Euroopan unioni (EU). Lisdksi Eu-
roopan farmakopeakomissiolla on 27 tarkkailijaa,
joihin kuuluu Euroopan maiden ja WHO:n edus-
tajien lisdksi myos Euroopan ulkopuolisten mai-
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den edustajia (The European Directorate for the
Quality of Medicines & HealthCare EDQM 2015).
Suomi on ollut farmakopeatydssd mukana jo nel-
ja vuosikymmentd, ensin tarkkailija vuodesta 1975
ldhtien ja tdysjdsenend vuodesta 1982 lihtien (Salo
ja Sinivuo 2013).

Yhteistydo EU:n lddkevalvontaviranomaisten ja
Euroopan farmakopean vililld on lisddntynyt. Sa-
malla farmakopean merkitys on kasvanut EU:n
ladkevalvonnassa, erityisesti myyntilupa- ja rekis-
terdintimenettelyissi. Tdmi katsaus johdattelee
lukijaa ymmairtimdin Euroopan farmakopean
laatuvaatimusten merkityksen Euroopan lidkeval-
vonnassa ja perehdyttdd erityisesti Euroopan far-
makopean kiytt6d kasvirohdosten, kasvirohdos-
tuotteiden ja -valmisteiden nikokulmasta.
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FARMAKOPEA KOOSTUU KAHDESTA
OSASTA JA TAYDENNYSOSISTA

Euroopan farmakopean voimassa oleva 8. painos
(Ph.Eur., 8. painos) koostuu kahdesta osasta (tau-
lukko 1). Farmakopeaan tehdyt lisdykset ja muutok-
set julkaistaan kolme kertaa vuodessa ilmestyvissd
tdydennysosissa.

Yleisohjeiden- ja testimenetelmien lisdksi far-
makopea sisiltdd pddasiassa yhtd ainetta, valmis-
tetta tai lidkemuotoa kisittelevid standardeja, joita
kutsutaan monografioiksi. Monografia sisiltaa
o standardoitavan aineen, valmisteen tai laake-

muodon tunnistetiedot
« valmistamiseen liittyvit vaatimukset
o kuvauksen ominaisuuksista
o testausmenetelmit ja hyviksymiskriteerit to-

teamiselle, puhtaudelle ja pitoisuudelle/teholle.
e Monografia voi lisiksi sisdltdd suosituksia tai
ohjeita sdilytysolosuhteista ja merkitsemisista.

Kaikki kasvirohdos- ja kasvirohdostuotemono-
grafiat on sijoitettu osaan 1.

EUROOPAN FARMAKOPEAN TEKSTIT
OVAT PAASAANTOISESTI SITOVIA

Euroopan farmakopeassa olevat tekstit ovat pddsaan-
toisesti sitovia, ellei toisin mainita. Sitovuus perus-
tuu muun muassa Euroopan farmakopean valmiste-
lua koskevaan yleissopimukseen (1964) ja Euroopan
unionin ihmis- ja eldinlddkkeitd koskeviin direktii-
veihin 2001/82/EY ja 2001/83/EY muutoksineen.
Euroopan farmakopean ensimmadisen osan kap-
paleessa 1. Yleiset ohjeet (1. General Notices) anne-
taan farmakopean kiyttidjille yleisohjeita, 1dhinnd
tekstin lukemista, tulkintaa ja ymmartamista var-
ten. Kappale on sitova ja koskee kaikkia Euroopan
farmakopean teksteji ja monografioita. Kappa-
leissa 2-5 julkaistut analyysimenetelmit ja muut
yleistekstit ovat kiyttéjille ohjeellisia/suosituksia/
tiedoksi, mutta muuttuvat sitoviksi, jos niihin
kappaleisiin viitataan farmakopean sitovassa osas-
sa, esimerkiksi yksittdisestd ainemonografiasta.
Euroopan farmakopean yleismonografiat kat-
tavat tiettyji tuoteryhmid, esimerkiksi liddkeval-
misteet, kasvirohdokset, kasvirohdostuotteet, 144-
kemuotomonografiat. Yleismonografiat koskevat
padsddntdisesti ryhmansd jokaista tuotetta riip-
pumatta siitd, onko tuotteelle yksilollinen tuote-
tai ainemonografia. Yleismonografiaa sovelletaan
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sellaisenaan, jos aine- tai tuotemonografiaa ei ole,
tai yhdessi aine- tai tuotemonografian kanssa, jos
sellainen on, ellei toisin mainita. Yleismonografi-
at ja yksittdiset aine- ja/tai tuotemonografiat ovat
toisiaan tdydentdvii, ja niitd sovellettaessa on otet-
tava huomioon myds 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 YHTEISTYOTA

Euroopan farmakopean valmisteluty6td koordi-
noi Euroopan neuvoston lddkkeiden laatuasioista
vastaava yksikko (the European Directorate for
the Quality of Medicines & HealthCare, EDQM),
jolla on Strasbourgissa pddtoiminen sihteeristo ja
laboratorio. EDQM on ldheisesti vuoropuhelussa
Euroopan unionin (EU), Euroopan lddkevalvonta-
viraston (EMA) ja kansallisten ladkevalvontaviran-
omaisten kanssa.

Tarkein pdittivi elin on Euroopan farmakopea-
komissio, joka koostuu jasenmaiden ja EU:n val-
tuuskunnista. Komissio muun muassa vahvistaa
yleiset farmakopean laatimisperiaatteet, paittid
valmisteluohjelman, hyviksyy valmiit tekstit ja te-
kee esityksen ajankohdiksi, jolloin hyviksytyt teks-
tit tulee saattaa voimaan jisenmaissa.

Monografioiden ja ohjeiden varsinainen valmis-
telutyd tehdddn komission nimittimissid asian-
tuntija- ja tyoryhmissd sekd jisenmaiden labora-
torioissa. Asiantuntijatydryhmii on 19 ja erilaisia
tyoryhmid yli 50. Asiantuntijat nidissi ryhmissi
ovat yliopisto- tai tutkimuslaitosten tutkijoita, 144-
keteollisuuden asiantuntijoita tai ladkevalvontavi-
ranomaisten edustajia.

Uusien ja pdivitettivien monografioiden valmis-
teluty6 kdynnistyy asiantuntija- ja tyoryhmissd, kun
farmakopeakomissio on hyviksynyt valmistelutyén
aloituspyynnon. Tarve uuden monografian valmis-
telulle voi tulla monelta taholta, mutta kdytinnos-
sd tyo aloitetaan vain niille vaikuttaville aineille tai
lopputuotteille, joilla on vihintdidn yksi voimas-
sa oleva myyntilupa jossain Ph.Eur.-jisenmaassa.
Niissid tapauksissa pyynté uuden monografian val-
mistelemiseksi tulee yleensd Euroopan lidkeviras-
tosta (EMA) tai Ph.Eur.:n jasenvaltion kansalliselta
farmakopeaviranomaiselta. Uuden yleistekstin val-
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Taulukko 1. Euroopan farmakopea koostuu kahdesta osasta ja tdydennysosista

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

- Yleiskappaleet, sisaltéaen mm.
- Kappale 1. Yleiset ohjeet/periaatteet
- Kappale 2. Analyysimenetelmat
- Kappale 3. Pakkausmateriaalit ja niihin
kaytettavat raaka-aineet
- Kappale 4. Reagenssit
- Kappale 5. Spesifiset yleistekstit, mm. mikro-
biologiasta, liuotinjaamista, epapuhtauksista,
referenssistandardeista jne.
- Yleismonografiat (useille eri tuoteryhmille)
- Lédkemuotomonografiat
- Seuraavat valmistemonografiat:
- ihmis- ja eldinrokotteet
« ihmis- ja eldinimmunoseerumit
- radioaktiiviset ladkevalmisteet
- ommellangat ihmisille ja eldimille
- homeopaattiset valmisteet
- Kaikki kasvirohdos- ja kasvirohdostuote-
monografiat

- Julkaistaan 3 kertaa vuodessa
-1.7.2015 alkaen ovat voimassa tdydennysosat 8.1-8.5

Euroopan farmakopean taydennysosat (supplementit)

- Voimassa olevaan painokseen tehdyt lisdykset/muutokset/poistot

- Kaikki muut yksittdiset ainemonografiat
aakkosjérjestyksessa

mistelutarve voi nousta esimerkiksi asiantuntija- tai
tyoryhmien toimesta, mutta ehdotus voi tulla myos
sidosryhmiltd tai EDQM:It4.

Euroopan farmakopeassa jo olemassa olevia
yleistekstejd ja monografioita myds pdivitetddn
sdannollisesti. Piivityksissd otetaan huomioon
muutokset markkinoilla olevissa tuotteissa ja tie-
teen edistyminen.

Asiantuntijaryhmien tuottamat tekstiehdotuk-
set — niin uudet kuin olemassa olevien tekstien péi-
vitykset - julkaistaan Pharmeuropa Online -julkai-
sussa, jolloin myos sidosryhmilld on mahdollisuus
padstd vaikuttamaan/kommentoimaan valmisteil-
la olevan tekstin sisiltod. Sidosryhmien lausunnot
toimitetaan tiettyyn kommentointiaikaan men-
nessd oman jasenmaan farmakopeaviranomaiselle,
joka toimittaa ne eteenpdin EDQM:44n. Suomessa
kommentit 1dhetetdin Fimeaan (fimeapharmaco-
poeia@fimea.f1). Saatujen kommenttien perusteel-
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la korjattu teksti hyviksytdan lopulta Euroopan
farmakopeakomissiossa, jonka jilkeen se julkais-
taan farmakopeassa.

MONOGRAFIOITA
KASVIROHDOKSILLE JA
KASVIROHDOSTUOTTEILLE

Kasvirohdosten ja kasvirohdostuotteiden mono-
grafiat ovat olleet alusta alkaen mukana Euroo-
pan farmakopean valmistelutydssi (Koski ja Salo
2014). Monografioiden valmistelu oli aluksi melko
vdhdistd, mutta jokaisen uuden painoksen tullessa
voimaan sekd kasvirohdoksille ettd kasvirohdos-
tuotteille on julkaistu lisdd uusia monografioita
(taulukko 2). Euroopan farmakopean nykyisessd 8.
painoksessa oli vuoden 2015 alussa noin 190 kasvi-
rohdosmonografiaa ja noin 9o kasvirohdostuote-
monografiaa.
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Taulukko 2. Kasvirohdos- ja kasvirohdostuote- Taulukko 3. Euroopan farmakopean (Ph.Eur.)
monografiat Euroopan farmakopeassa kasvirohdosasiantuntijaryhmat ja -tyéryhmat
(Wierer 2012, Ph.Eur., 8. painos).

Ph. Eur. painos Kasvirohdos- Kasvirohdostuote- Asiantuntijaryhma
monografiat (n) monografiat (n)

13A Fytokemia A (Phytochemistry A)

1. painos voimaan

L 13B  Fytokemia B (Phytochemistry B)

2. painos voimaan 14 6
1981 Tyoéryhma

3. painos voimaan 41 13
1997 EXT Uutteet (Extracts)
Sk [ElgE Vel . 25 MQH  Kasvirohdosten mikrobiologinen laatu
2001 (Microbiological quality of herbal drugs)
5. painos voimaan 105 40
2004 PST Kasvinsuojeluaineet kasvirohdoksissa
6. painos voimaan 123 61 (Pesticides in herbal drugs)
2007
. . TCM Perinteiset kiinalaiset ladkkeet
7. painos voimaan >162 >75 (Traditional Chinese Medicines)
2010 (syksy 2012) (syksy 2012)
8. painos voimaan 188 (81.2015 86 (81.2015 WXT  Uutteiden valmistukseen kaytetty vesi
2014 mennessé) mennessé) (Water for the preparation of extracts)

Kasvirohdoksia ja kasvirohdostuotteita koskevia
monografioita ja analyysimenetelmiad koskeva valmistelutyo
tehdaan paasaantdisesti seitsemassa asiantuntija- ja
ty6ryhmassa (taulukko 3).

Taulukko 4. Euroopan farmakopeassa ja EU-ldadkesaadoksissa esitettyjen
termien ja maaritelmien vertailu (epaviralliset maaritelmakaannokset).

herbal drug kasvirohdos herbal kasviperdinen aine péadasiassa kokonaiset, palaset tai paloitellut kasvit,
substance kasvinosat, levét, sienet ja jakalat, kasittelematto-
mina eli yleensa kuivattuina mutta toisinaan myoés
tuoreina; tietyt kasvinesteet, joita ei ole erityisesti
kasitelty, ovat myds kasvirohdoksia/kasviperaisia
aineita; maaritelldan tdsmallisesti kdyttden

kasvinosan nimea seka binomisen jarjestelman
mukaista kasvitieteellistd nimed

herbal drug kasvirohdos- herbal kasvirohdostuote tuotteita, jotka on saatu kasittelemalla kasviroh-

preparation tuote preparation doksia/kasviperaisid aineita esimerkiksi uuttamalla,
tislaamalla, puristamalla, fraktioimalla, puhdistamal-
la, konsentroimalla tai fermentoimalla; kasvirohdos-
tuotteita ovat esimerkiksi hienoksi paloitellut tai
Jjauhetut kasvirohdokset / kasviperdiset aineet,
uutteet, haihtuvat 6ljyt, puristetut mehut ja kasitellyt
kasvinesteet

herbal medi- kasvirohdos- kaikki |adkevalmisteet, jotka sisaltavat vaikuttavina

cinal product valmiste / aineina vain yhté tai useampaa kasviperaista ainet-

/ traditional perinteinen ta tai kasvirohdostuotetta tai niiden yhdistelmaa

herbal medi- kasvirohdos- / perinteisessa kasvirohdosvalmisteessa voi olla

cinal product valmiste mukana lisdksi vitamiineja tai kivennaisaineita, jos
ne edistavat kasviperdisten vaikuttavien ainesosien
vaikutusta
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EUROOPAN FARMAKOPEAN JA
EU-LAINSAADANNON TERMEISSA
PIENTA EROA

Euroopan farmakopean ja Euroopan lddkesdi-
dosten termit poikkeavat toisistaan, mutta maa-
ritelmiltddn ne ovat yhteneviiset (taulukko 4). Syy
terminologian eroihin selittynee toisaalta farma-
kopean ja EU-lainsddddnnon eriaikaisella synnylla,
mutta todennikoisesti myos erilaisella termino-
logialogiikalla. Kasvirohdosvalmisteita koskeva
EU-lainsddddnnén terminologia maddriteltiin
ensimmdisen kerran perinteisten kasvirohdosval-
misteiden direktiivissd 2004/24/EY. Termit raken-
tuvat muun muassa sanoihin “substance” ja "active
substance”, joista muodostuu termi “herbal sub-
stance”. Sen sijaan farmakopeassa kiytettivit ter-
mit rakentunevat ainakin osittain vanhoissa kas-
virohdosvalmisteita koskevissa laatuohjeistoissa
kaytettyihin termeihin.

ERITYISET KASVIROHDOSTEN
JA KASVIROHDOSTUOTTEIDEN
MONOGRAFIAT

Euroopan farmakopeaan on laadittu yleismono-
grafiat kasvirohdoksille (1433 Herbal drugs) ja kas-
virohdostuotteille (1434 Herbal drug preparations)
sekd joillekin tietyntyyppisille kasvirohdostuot-
teille, kuten uutteille (0765 Herbal drug extracts),
haihtuville 6ljyille (2098 Essential oils) ja rohdos-
teelle (1435 Herbal teas ja 2620 Herbal teas instant).
Yleismonografioissa ryhmitellddn yleiset laatuvaa-
timukset kasvirohdoksille ja tietyntyyppisille kas-
virohdostuotteille.

Kasvirohdoksia tai kasvirohdostuotteita kos-
kevat yleismonografiat koostuvat kutakin ryh-
mid koskevista madritelmistd sekd kasittelyyn ja
valmistukseen liittyvistd tiedoista. Ne sisiltavit
yleisid vaatimuksia toteamiseen ja puhtauden tut-
kimiseen seki pitoisuuden madrittimiseen. Yleis-
monografioihin sisiltyvit yleensid myos jonkinlai-
set sdilytysohjeet.

Kasvirohdoksia ja kasvirohdostuotteita kisitte-
levit aine- ja tuotemonografiat koostuvat lyhyisti
kappaleista, joissa kuvataan ensin monografian si-
saltdima kasvirohdos tai kasvirohdostuote. Samas-
ta rohdoskasvista voi Euroopan farmakopeassa
olla useita monografioita: tuore tai kuivattu kas-
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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 sisiltdd laatuvaatimukset siten, ettd
aluksi kuvataan kasvirohdos tai kasvirohdostuote,
jota monografia koskee, mahdolliset valmistus- tai
kisittelymenetelmit, pitoisuusrajat, toteamis-
menetelmit ja testit sekd kuvauksen pitoisuus-
midritykseen liittyvdstd analyysimenetelmista.
Analyysimenetelmissd esitetddn viittaus Euroo-
pan farmakopean yleisissd teksteissd esitettyyn
analyysimenetelmdin sekd spesifisempi kuvaus
kiytettavistd pitoisuusmairitysmenetelmaista. Pi-
toisuusmairitysmenetelmii koskeva kuvaus sisil-
tdd tiedot myos siind kiytettdvistd vertailuaineis-
ta. Monografian sisiltimit analyysimenetelmit
ja vaatimukset ovat vihimmdiisvaatimuksia. Jos
syystd tai toisesta halutaan kidyttdd jotain muuta
analyysimenetelmaid, tulee osoittaa, ettd se on vi-
hintddn farmakopeassa esitetyn menetelmin ta-
soinen.

HAASTEELLISET UUTTEET

Kasvirohdosuutteet (herbal drug extracts) jaetaan
kolmeen ryhmién sen mukaan, tunnetaanko niiden
terapeuttisen vaikutuksen aikaansaavia yhdisteitd
tai yhdisteryhmid vai ei (taulukko 5). Nditi tietoja
tarvitaan, silld erityyppiset uutteet valmistetaan ja
analysoidaan timin jaottelun mukaisesti.

Taulukon 5 mukaisen jaottelun lisdksi uutteet
jaetaan vield niiden fysikaalisen muotonsa puo-
lesta kiinteisiin, puolikiinteisiin (sakeat uutteet ja
Oljyhartsit) ja nestemadisiin uutteisiin (mukaan lu-
kien tinktuurat). Tdma jaottelu 16ytyy Euroopan
farmakopean yleismonografiasta 0765 Herbal drug
extracts. Siind esitetddn erityyppisten uutteiden
maidritelmait, valmistusta koskevat kuvaukset ja eri
uutetyyppejd koskevat yleiset laatuvaatimukset.
Valmistettavasta lopputuotteesta riippuu, millaista
uutetta kiytetddn valmisteen vaikuttavana ainee-
na. Uutteista kannattaa muistaa erityisesti, ettid
uutetta kokonaisuudessaan eli koko kasvirohdos-
tuotetta kisitelldan kasvirohdosvalmisteen vaikut-
tavana aineena.
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Taulukko 5. Kasvirohdosuutteiden jaottelu mukaillen Ph.Eur. kappaletta

5.23 Monographs on herbal drug extracts

Uutetyyppi Analysoitavat yhdisteet | Natiiviuutteen maara Saataminen
lopputuotteessa

Standardoitu uute
(standardised extract)
- esimerkiksi paatsamankuoriuute

Vakioitu uute
(quantified extract)
- esimerkiksi neidonhiuspuunlehtiuute

Muu uute
(other extracts)
- esimerkiksi rohtovirmajuuriuute

natiiviuute = uute ennen sen s&atoon kaytettyjen
apuaineiden lisdamista

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

Terapeuttinen vaikutus
tunnetaan
- vakiopitoisuus

Aktiivinen merkkiaine
- pitoisuusalue

Analyyttinen merkkiaine
- vaihteleva

Vaihtelee 1) Apuaineita lisaamalla
2) Uute-erid
sekoittamalla
Vakio Uute-eria
sekoittamalla
Vakio Saataminen ei ole

sallittua

yleista on, ettei kaikkia terapeuttisen vaikutuksen
aikaansaavia yhdisteita tai yhdisteryhmia tunneta

analyyttinen merkkiaine = vain analysointitarkoituksessa
kaytettava kasvirohdokselle ominainen yhdiste tai
yhdisteryhma

KASVIROHDOKSIIN LITTYVIA
ERITYISIA ANALYYSIMENETELMIA JA
VAATIMUKSIA

Erityisominaisuuksiensa vuoksi kasvirohdosten ja
niistd valmistettujen kasvirohdostuotteiden epi-
puhtauksien analysoimiseksi tarvitaan muista
ladkeaineryhmien menetelmistid poikkeavia ana-
lyysimenetelmid ja epdpuhtausrajoja. Euroopan
farmakopean farmakognosian menetelmii kos-
keva Ph.Eur. kappale (2.8 Methods in pharmacog-
nosy) sisdltdd yli 20 erityistd kasvirohdoksille ja
kasvirohdostuotteille soveltuvaa miiritysmenetel-
miad. NAitd ovat esimerkiksi torjunta-ainejiama-
(2.8.13 Pestiside residues) ja aflatoksiinimenetelmit
(2.8.18 Determination of aflatoxin B1 in herbal drugs)
mukaan lukien kasvirohdosten niytteen ottoa
ja valmistusta (2.8.20 Herbal drugs: sampling and
sample preparation) koskeva teksti.

Farmakopean analyysimenetelmid kuvaavan
Ph.Eur. kappaleen 2. Methods of analysis rajakoe-
osiossa (2.4 Limit tests) 10ytyy oma alakappale ras-
kasmetallien méairittdmiseksi kasvirohdoksista ja
rasvahapoista (2.4.27 Heavy metals in herbal drugs
and fatty oils). Se sisiltda kuvaukset raskasmetal-
lien madrittimiseen kiytettdvistd analyysimene-
telmistd ja menetelmid koskevat validointivaa-
timukset. Mikrobiologista puhtautta koskevat
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laatuvaatimukset kasviperiisille lopputuotteille
ja niiden valmistukseen kiytettiville 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 erillisia mikrobiologisia
vaatimuksia, vaan myyntiluvan tai rekisterdinnin
hakijan tulee asettaa ne valmistekohtaisesti.

PERINTEISEN KIINALAISEN
LAAKINNAN ROHDOKSILLEKIN
MONOGRAFIOITA

Vuonna 2005 EDQM:ssd pditettiin aloittaa mono-
grafioiden valmistelu myds perinteisille kiinalaisille
kasvirohdoksille. Aluksi valmisteluty6td tehtiin
asiantuntijaryhmissi 13A ja 13B, mutta erityisasi-
antuntemusta vaativan haasteellisen rohdosalu-
een monografiavalmistelu siirrettiin vuonna 2008
titd tyotd varten perustetun TCM-tydryhmén teh-
taviksi.

Perinteisten  kiinalaisten kasvirohdosmono-
grafioiden valmistelulle erityisid haasteita asettaa
kasvirohdosten tunnistus ja vertailurohdosten
saatavuus sekd nimisto ja kasvirohdosten erilaiset
kasittelyt. Esimerkiksi Kiinan farmakopeassa jul-
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kaistuja monografioita on vaikea sovittaa Euroopan
farmakopeaan erityisesti sen vuoksi, ettd yhdestd
kasvirohdoksesta on julkaistu Kiinan farmakopeas-
sa useita monografioita, jotka eroavat toisistaan
kasvirohdoksen erilaisten kdsittelyjen perusteella
(esimerkiksi kuivattu, paahdettu, keitetty, karrelle
poltettu, etikalla tai hunajalla kisitelty).

Tdhidn mennessd Euroopan farmakopeassa on
julkaistu laatuvaatimukset yli 40 perinteiselle
kiinalaiselle ~kasvirohdokselle. Monografioiden
kasvirohdokset on listattu nimiston mukaisesti
Euroopan farmakopean kappaleessa 5.22 Names
of herbal drugs used in traditional Chinese medicine.
Nimistoon on merkitty kunkin kasvirohdoksen
nimi latinaksi ja englanniksi. Lisdksi listalta [oyty-
vit 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, ettd ihmis- tai eldinlddkkeiden valmistuksessa
kéytetyn aineen laatu voidaan varmistaa Euroopan
farmakopean monografioissa esitetyin tutkimuksin
(The European Directorate for the Quality of Medi-
cines & HealthCare EDQM 2015). Menettelyi sovel-
letaan aineille, joille Euroopan farmakopeakomissio
on hyviksynyt aine- tai aineryhmikohtaisen mono-
grafian. Sertifikaatti annetaan aineen valmistajalle

tai valmistajan valtuuttamalle edustajalle.

Aineelle voidaan hakea niin sanottua kemiallista
sertifikaattia ja/tai TSE-sertifikaattia. MyOs kasvi-
rohdoksille ja kasvirohdostuotteille on mahdollis-
ta hakea sertifikaattia. Vaatimukset sertifikaatti-
hakemukseen liitettdvisti laatudokumentaatiosta
16ytyy EDQM:n verkkosivuilta. Samojen verkkosi-
vujen kautta padsee hakemaan tietoja myonnetyis-
ta sertifikaateista EDQM:n sertifikaattitietokan-
nasta. Valitsemalla hakuikkunasta vaihtoehdon
"Herbal only” ja haluamansa hakusanan, saa tu-
loksena kasvirohdosten ja kasvirohdostuotteiden
sertifikaattilistauksen.

Ensimmdinen kasvirohdostuotteen sertifikaatti
myOnnettiin vuonna 2009. Heindkuun 2015 alkuun
mennessd kasvirohdosuutteille oli mydnnetty 25
sertifikaattia (taulukko 6) 12 eri uutevalmistajalle.

LOPUKSI

Euroopan farmakopealla on vakiintunut asemansa
sekd Euroopassa ettd maailmanlaajuisesti. Suomi
toimii muiden Ph.Eur.-jisenmaiden ohella farma-
kopeaty0ssi aktiivisesti huomioiden Fimean strate-
gisen painopistealueen sekd Suomen sidosryhmien
- ladketeollisuuden, avo- ja sairaala-apteekkien ja
lddkevalvontaviranomaisen - kannalta keskeiset
ja ajankohtaiset asiat. Lisddntynyt yhteistyd EU:n
ladkevalvontaviranomaisten ja Euroopan farmako-
pean vililld on kasvattanut yhi enemman farmako-
pean merkitystd EU:n lddkevalvonnassa.

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

Kasvirohdosuutteet My6nnety: s)ertifikaatit
n

neidonhiuspuu, lehti (Ginkgo biloba L.)

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

maarianohdake, hedelma (Silybum marianum L. Gaertner)

makikuisma, verso (Hypericum perforatum L.)
mustikka, marja, tuore (Vaccinium myrtillus L.)
sahapalmu, hedelma (Serenoa repens (W. Bartram))

sitruunamelissa, lehti (Melissa officinalis L.)

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

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

karsimyskukka (Passiflora incarnata L.)
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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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THVISTELMA

Kasviperdisten valmisteiden turvallisuuteen ja turvalliseen kdyttoon vaikuttavat sekd valmisteen ominai-
suudet ettd ammattihenkiloston ja kuluttajan tiedot ja mielikuvat valmisteista ja niiden kdytostd. Ammatti-
henkil6ston tulee olla perilld asioista, jotta he voivat ohjeistaa kuluttajia valmisteiden oikeaan ja turvalli-
seen kdyttoon. Jotta kuluttaja osaa kiyttdd kasviperiisid ladkkeitd — kasvirohdosvalmisteita ja perinteisid
kasvirohdosvalmisteita — turvallisesti, tulee hinen olla selvilld ainakin kolmesta pdiasiasta: varotoimen-
piteistd ennen valmisteen kiyttod, mahdollisista yhteisvaikutuksista sekd haittavaikutuksista. Kasviperdi-
sid 1ddkkeitd koskeva riski-informaatio on koottu ja myyntiluvan tai rekisterdinnin yhteydessa hyviksytty
valmistekohtaisiin valmisteyhteenvetoihin. Pakkausselosteessa ja myyntipddllysmerkinndissd sekd mark-
kinointimateriaalissa esitettdvit tiedot voivat perustua ainoastaan hyviksyttyyn valmisteyhteenvetoon.
Tamain katsauksen tavoitteena on kuvata, miten siaddokset kasvirohdosvalmisteisiin liittyvin riski-infor-
maation ilmoittamisesta ovat kehittyneet Euroopan unionissa ja Suomessa ja mitka ovat riski-informaa-
tion ilmoittamisen nykykaytinnot.

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

Kasviperdisid lddkevalmisteita - kasvirohdosval-
misteita ja perinteisid kasvirohdosvalmisteita
- koskevat samat lddkeinformaatiosddadokset ja
-ohjeistukset kuin muitakin ladkevalmisteita (L44-
kelaki 395/1987, Koski ym. 2015). Perinteisten kasvi-
rohdosvalmisteiden valmisteyhteenvedoista farma-
kologiset tiedot kuitenkin puuttuvat. Timi johtuu
siitd, ettd voimassa olevan lainsdadinnon (direk-
tiivi 2004/24/EY) mukaan perinteisen kasviroh-
dosvalmisteen rekisterdinnin tulee perustua kirjal-
lisuus- tai asiantuntijandyttoon, jonka perusteella
voidaan osoittaa kyseisen lddkevalmisteen tai sitd
vastaavan valmisteen olleen yhtijaksoisesti kay-
tossa ladkkeend vahintddn 30 vuotta ennen rekis-
terdintihakemuksen tekopdivdd ja tdstd ajasta
vihintdan 15 vuotta Euroopan yhteisossi. Ladke-
valmisteen perinteisen kidyton osoituksen lisdksi
on erityisesti osoitettava, ettei valmiste ole haital-
linen maidritellyissd kiyttoolosuhteissa ja ladkeval-
misteen farmakologisia vaikutuksia tai tehoa voi-
daan pitdid uskottavina pitkdin jatkuneen kayton
ja kokemuksen perusteella.

Riski-informaatiolla tarkoitetaan tdssd katsauk-
sessa kasvirohdosvalmisteiden myyntilupien ja pe-
rinteisten kasvirohdosvalmisteiden rekisterdintien
myontimisen yhteydessi valmisteyhteenvetoon,
pakkausselosteeseen ja myyntipdillysmerkint6i-
hin hyviksyttyd ladkeinformaatiota, joka sisiltad
tietoja kyseisten valmisteiden kdyttoon liittyvis-
ta riskeistd. Riski-informaatiotietoja ovat tiedot
varoituksista ja kdyttoon liittyvistd varotoimista,
riskeihin liittyvistd haitta- ja yhteisvaikutuksista,
kdyton vasta-aiheista ja yliannostuksista. Riski-
informaatiota ovat my0s rajoitukset valmisteen
kaytostd tietyille ikdryhmille, kuten lapsille tai
idkkdille henkildille tai tietyille riskiryhmille, ku-
ten sydinsairaille, allergisille tai henkil6ille, joiden
maksa- tai munuaistoiminnot ovat heikentyneet.

KASVIPERAISIIN VALMISTEISIIN
LIITTYVAT MIELIKUVAT KAIPAAVAT
PAIVITYSTA

Mielikuva kasviperaisten valmisteiden puhtaudesta
ja turvallisuudesta johtaa helposti siihen, etti nii-
den haitta- ja yhteisvaikutuksia ei aina tunneta
tai oteta vakavasti (Raynor ym. 2011). Tdstd seu-
raa, ettd kuluttajat eivit vilttimattd mainitse kayt-
tdmistddn kasviperdisistd valmisteista kdydessdin
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ladkarissa tai apteekissa (Vickers ym. 2006, Raynor
ym. 2011). Lidkdreiden, farmasistien ja muiden ter-
veydenhuollon ammattilaisten tulisi olla selvilld
kasviperdisten valmisteiden haittavaikutuksista ja
yhteisvaikutuksista ja ottaa ne esille keskustelles-
saan potilaan kanssa (Smith ja Boon 1999).

Kuluttajille annettavan tiedon laatu on tirke-
dd potilasturvallisuuden kannalta (Terveyden ja
hyvinvoinnin laitos 2011). Kuluttaja muodostaa
kasityksensd valmisteesta saatavilla olevan tiedon
perusteella, eikd pysty tekemidn oman terveytensi
kannalta jirkevid pdatoksid, jos tarvittavaa tietoa
ei ole saatavilla. Kuluttajan kannalta on oleellista,
etti ammattihenkilostd tuntee eri valmisteiden
lainsdadantod ja niiden ominaisuuksia, koska myos
kasviperdiset ravintolisit voivat aiheuttaa hait-
tavaikutuksia, ja niilld voi olla yhteisvaikutuksia
ladkkeiden kanssa (Leinonen ja Koski 2012, Pellas
ja Koski 2012). Myyntipakkauksen mukana tule-
van kirjallisen tiedon tirkeys korostuu ostettaessa
kasviperdistd valmistetta ilman kasvotusten annet-
tavaa tietoa tai jos tieto on puutteellista (Smith ja
Boon 1999). Pelkdn myyntipakkauksen perusteella
kuluttajan on kuitenkin vaikea saada oikeaa kuvaa
valmisteesta ja sen ominaisuuksista (Pellas ja Koski
2012).

Esimerkiksi terveydenhuollon ammattilaiset
ovat tirked lddkeinformaation lihde lasten van-
hemmille (Holappa ym. 2012) seki raskaana ole-
ville naisille (Himeen-Anttila ym. 2013). Joissakin
tutkimuksissa on kuitenkin havaittu, ettd kasvi-
perdisten valmisteiden kiytosti 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 my®0s, ettd kasviperdisid valmisteita kaytettiin,
koska niiden uskottiin olevan luonnollisempia ja
siksi turvallisempia kuin tavanomaisten lidkeval-
misteiden (Lanski ym. 2003, Cuzzolin ym. 2010).
Kasviperdisten valmisteiden kohdalla onkin eri-
tyisen tirkedd, ettd niistd on saatavana luotettavaa
kirjallista ladkeinformaatiota.

MONIMUTKAISTA TERMINOLOGIAA
SELKEAMMAKSI

Kasviperdisid valmisteita koskeva terminologia on
erityisen haastavaa, ja silli on osaltaan suoraan vai-
kutusta oikean ja oikein ymmadrrettivin riski-infor-
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maation laatimisessa. Kasviperdisistd valmisteista
puhekielessid jo vuosikymmenid kiytetty termi
luontaistuote on hyvin harhaanjohtava (Enkovaara
2010). Termi liittd4 yhteen kaksi eri lainsdddannon
alla olevaa ryhmai, elintarvikkeet ja ladkkeet, mikd
sekoittaa ja voi aiheuttaa vadrinkdsityksii. Sekaan-
nusta aiheuttavat myos aikaisempiin lddkesdaddok-
siin kuuluneet, mutta jo kiytostd poistuneet termit,
kuten lddkkeenomaiset tuotteet ja rohdosvalmis-
teet, joita kdytetddn puhekielessd edelleen.

Kasviperdisistd valmisteista ja kasvirohdoksis-
ta kiytetddn kansainvilisesti ja alueellisesti mo-
nia erilaisia termeji (taulukko 1). Termit eivit ole
yksiselitteisid. Osa niistd kisittdd kasviperdisten
valmisteiden lisdksi monenlaisia muitakin valmis-
teita, kuten vitamiineja ja kivenndisaineita sekd
homeopaattisia valmisteita. Toisaalta joidenkin
termien alaisuuteen kuuluu samanaikaisesti usei-
den eri lainsdddantojen alaisia valmisteita, kuten
ladkkeitd, elintarvikkeita, kosmetiikkaa ja lidke-
huollon laitteita ja tarvikkeita.

Terminologian moninaisuus nikyy erityisen hy-
vin tiedonhakuja tehtdessi, ja sekavan terminolo-
gian vuoksi osa tutkimuksista voi jaada [oytamét-
td. Lisdksi tutkimusten arvioiminen ja vertailu on
haastavaa tai jopa mahdotonta, jos tutkimuksessa
kiytettyd kasvirohdosta, uutetta, tinktuuraa, kas-
viperdistd valmistetta tai muuta vertailun kannalta
oleellista tietoa ei ole kuvattu riittdvin tarkasti tai
tieto puuttuu kokonaan. Valmistukseen kiytetty
sama ldhtokasvi ei yksin mahdollista valmisteiden
vertailua. Lopputuotteen ominaisuuksiin vaikut-
tavat monet tekijit, kuten valmistukseen kaytetty

kasvinosa, uuttoliuotin, kasvirohdos-kasvirohdos-
tuote-suhdeluku ja valmistusmenetelma.

Perinteisten kasvirohdosvalmisteiden direktii-
villd 2004/24/EY (Euroopan parlamentin ja neu-
voston direktiivi 2004/24/EY) tuotiin EU:n ldike-
lainsdddiant66n ensimmdiisen kerran viralliset
maidritelmit kasvirohdosvalmiste ja perinteinen
kasvirohdosvalmiste (Koski ym. 2015, taulukko 2).
Muutos on osaltaan selkiyttinyt tilannetta. Tasti
huolimatta haasteita riittdd. Laadittavan lddkein-
formaation pohjana toimivassa tieteellisessi kirjal-
lisuudessa kiytetty sekalainen terminologia sekd
maantieteellisten alueiden lainsddddntojen ja eri
maiden ladkinnallisistd perinteistd johtuvat eri-
laisuudet yllapitdvit arvioinnin vaikeutta. Lisdksi
valmisteiden kéyttdjien, terveydenhuoltohenkilos-
ton ja ladkeneuvontaa antavien tahojen vaihteleva
terminologian tuntemus ja mielikuvat asettavat
haasteita ja vaikuttavat paljon riski-informaatiosta
kommunikointiin.

KASVIROHDOSVALMISTEIDEN
LAAKEINFORMAATIOVAATIMUKSET

Lidkevalmisteille myyntilupahakemuksen yhtey-
dessi laadittavasta valmisteyhteenvedosta sdddet-
tiin ensi kerran vuonna 1983 Neuvoston direktii-
vissd 83/570/ETY (Neuvoston direktiivi 83/570/
ETY; Koski ym. 2015). Direktiivin voimaansaatta-
miselle annettu kahden vuoden méiirdajan seu-
rauksena valmisteyhteenveto laadittiin uusille 143-
kevalmisteille kdytdnnossd vuodesta 1986 ldhtien
(Wahlroos 2003). Suomessa jo markkinoilla olleille

Taulukko 1. Joitakin tiedonhaussa esiin tulleita kasviperaisiin
valmisteisiin tai kasvirohdoksiin liittyvia termeja (Korkeamaki

2013).

Todennéakoisesti
kasviperdisia

Kasviperaisia
ladkevalmisteita

ladkevalmisteita

Kasviperaisia valmisteita,
my6s muita kuin kasviperaisia
ladkevalmisteita

Yleensa eivat ladkevalmisteita
mutta mukana voi olla kasviperdisia
ladkevalmisteita

Herbal medicinal Herbal medicine

product

Traditional herbal
medicinal product

Phytomedicine

Herbal remedy

Herbal product

Complementary and
alternative medicine (CAM)

Natural product

Herbal supplement

Dietary botanical supplement
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Taulukko 2. Direktiivissa 2004/24/EY esitettyjen termien maaritelmat (Koski ym. 2015).

Kasvirohdosvalmiste

tuotteeseen

Perinteinen

kasvirohdosvalmiste

Kasvirohdostuote

Kasviperdinen aine

kaikki ladkevalmisteet, jotka sisaltévat vaikuttavina aineina vain yhta tai useampaa
kasviperaista ainetta tai yhta tai useampaa kasvirohdostuotetta taikka yhté tai useampaa
tallaista kasviperaista ainetta yhdistettyna yhteen tai useampaan téllaiseen kasvirohdos-

kasvirohdosvalmiste, joka tayttda 16 a artiklan 1 kohdassa saddetyt ehdot; perinteisessa
kasvirohdosvalmisteessa voi olla mukana lisdksi vitamiineja tai kivennéaisaineita, jos ne
edistavat kasviperdisten vaikuttavien aineiden vaikutusta

tuote, joka on saatu kasittelemalld kasviperaisia aineita esimerkiksi uuttamalla, tislaamal-
la, puristamalla, fraktioimalla, puhdistamalla, konsentroimalla tai kdymisen avulla; kasvi-
rohdostuotteisiin kuuluvat muun muassa hienoksi paloitellut tai jauhetut kasviperaiset
aineet, tinktuurat, uutteet, haihtuvat oljyt, puristetut mehut ja kasitellyt kasvinesteet

padasiassa kokonaisina, palasina tai paloiteltuina kaikki kasvit, kasvinosat, levét, sienet
ja jakalat, kasittelemattomina eli yleensa kuivattuina mutta toisinaan myos tuoreina; tiet-
tyja kasvinesteita, joita ei ole erityisesti kasitelty, pidetdan myds kasviperdisina aineina;
kasviperdiset aineet maaritellaan tasmallisesti kayttden valmistukseen kdytetyn kasvin-
osan nimea seka kasvitaksonomian binomisen jarjestelman mukaista kasvitieteellista
nimea (suku, laji, muunnos ja auktori)

ladkevalmisteille laadittiin valmisteyhteenvedot
vuosien 1995-2000 vilisend aikana myyntilupien
uudistamisten yhteydessd. Valmisteyhteenveto on
myyntiluvan ja rekisterdinnin yhteydessa hyvik-
sytty lddkevalmistetta koskeva dokumentti. Pak-
kausselosteen ja myyntipdillysmerkintojen sekd
markkinoinnissa kidytettdvien tietojen tulee perus-
tua hyviksyttyyn valmisteyhteenvetoon. Lidke-
valmisteiden pakkausselosteesta ja myyntipdil-
lysmerkintiteksteistd sdddettiin jo ensimmadisessd
ladkedirektiivissa 65/65/ETY (Neuvoston direktiivi
65/65/ETY).

Kasviperdiset lddkevalmisteet ovat kuuluneet
EU:n lddkesdddoksiin ensimmadisestd lddkedirek-
tiivistd  65/65/ETY (Neuvoston direktiivi 65/65/
ETY) alkaen. Ladkevalmiste on ollut ja on edelleen
sairauden hoitoon tai sen ehkiisemiseen kiytetti-
vd aine tai aineiden yhdistelmi aineen alkuperastd
riippumatta — myos kasviperdinen aine, kuten esi-
merkiksi mikro-organismi, kasvi, kasvinosa, kasvi-
erite, uute (Neuvoston direktiivi 65/65/ETY, Koski
ym. 2015). EU-maissa kasviperdiset valmisteet jao-
teltiin ennen perinteisten kasvirohdosvalmisteiden
direktiivin 2004/24/EY (Euroopan parlamentin ja
neuvoston direktiivi 2004/24/EY) voimaantuloa
kansallisesti. Suomessa osa kasviperdisistd valmis-
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teista on myyntilupajirjestelmin alusta alkaen hy-
vaksytty myyntiluvallisiksi ldikevalmisteiksi ja osa
kulloinkin voimassa olleen kansallisen lainsdadan-
noén mukaisesti ldadkkeenkaltaisiksi valmisteiksi,
kuten ladkkeenomaisiksi tuotteiksi ja rohdosval-
misteiksi (Koski ym. 2015). Lidkkeenkaltaisten val-
misteiden lddkeinformaatiovaatimuksista sdidet-
tiin kansallisessa lainsdddannossa.

Perinteisten kasvirohdosvalmisteiden direktii-
villi 2004/24/EY tdydennettiin lddkedirektiivid
2001/83/EY (Euroopan parlamentin ja neuvoston
direktiivit 2001/83/EY ja 2004/24/EY). Taydennys
selkiytti osaltaan my0s lddkeinformaatiota koske-
via vaatimuksia, jotka ovat nyt yhteniiset kaikille
ladkevalmisteille.

EU:N KASVIMONOGRAFIAT JA
YHTEISOLUETTELO

EU:n kasvimonografiat (European Medicines
Agency 2015a) ovat Euroopan lddkeviraston (Euro-
pean Medicines Agency, EMA) alaisen kasviroh-
dosvalmistekomitean (Committee on Herbal
Medicinal Products, HMPC) laatimia valmiste-
yhteenvedon kaltaisia tekstejd, ja ne sisiltavit tietoa
muun muassa kasviperiisten aineiden ja kasviroh-
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dostuotteiden sisdltimien valmisteiden kayttoai-
heista, annostuksista sekd haitta- ja yhteisvaiku-
tuksista. Vakiintuneeseen ladkinnilliseen kiyttoon
sekd perinteiseen kdyttoon perustuville kasviperdi-
sille aineille tai kasvirohdostuotteille laaditaan eril-
liset kasvimonografiat.

HMPC valmistelee my6s ehdotukset yhteiso-
luetteloon lisittivistd valmisteyhteenvedon kal-
taisista teksteistd, jotka toimitetaan Euroopan
komission hyviksyttiviksi (European Medicines
Agency 2015b). Yhteisoluettelossa kasviperdisistd
aineista ja kasvirohdostuotteista mainitaan muun
muassa niitd sisiltavien valmisteiden kayttoaiheet,
annostukset sekd turvallisen kidyton kannalta olen-
naiset tiedot (Euroopan parlamentin ja neuvoston
direktiivi 2004/24/EY). Yhteisoluettelo sitoo lailli-
sesti kaikkia EU:n jdsenvaltioita.

Sekd EU:n kasvimonografioiden etti yhteisoluet-
telon tekstejd kiytetddn sellaisenaan niihin perus-
tuvien valmisteiden valmisteyhteenvetotekstien
pohjana. EU:n kasvimonografioihin ja yhteisoluet-
teloteksteihin perustuvien myyntilupa- ja rekiste-
roéintihakemusten yhteydessd valmistekohtaiset
tiedot lisdtddn edelld mainittuihin tekstipohjiin.
EU:n kasvimonografiat ja niihin liittyvat arvioin-
tilausunnot julkaistaan englanninkielisind Euroo-
pan ladkeviraston verkkosivuilla osoitteessa www.
ema.europa.eu (Home > Find medicine > Herbal
medicines for human use). Yhteisoluettelotekstit
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 ld4kevalmisteilla - myyntilupa-
hakemuksessa esitetyt valmistekohtaiset teho-,
turvallisuus- ja laatuselvitykset.

EU:n kasvimonografioissa ja yhteis6luettelo-
teksteissd julkaistut tekstit - erityisesti riski-infor-
maatioon liittyvdt - sopivat hyvin kasviperidisten
valmisteiden lddkeinformaatioldhteeksi. Tekstejd
ei kuitenkaan voi yhdistdd kasviperdisiin valmis-
teisiin ainoastaan valmistukseen kiytetyn lihto-
kasvin mukaisesti. Jos kasvirohdosvalmisteen tai
perinteisen kasvirohdosvalmisteen vaikuttavaa
ainetta (kasvirohdos tai kasvirohdostuote) ei 16ydy
EU:n kasvimonografiasta tai yhteis6luettelosta, ei-
vit tekstit todenndkdisesti ollenkaan sovellu infor-
maatioldhteeksi tillaisille valmisteille.
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RISKI-INFORMAATION ILMOITTAMINEN
KASVIROHDOSVALMISTEISSA

Kasviperidisten valmisteiden lddkeinformaation
rajoitteena on, ettd valmisteita koskeva tutkimus-
tieto on vdhdisti tai sitd ei ole lainkaan. Tiedot
on useimmiten niputettu valmistukseen kiytetyn
ldhtokasvin mukaisesti kyseisen rohdoksen perin-
netietoina erottelematta lihtokasvista valmis-
tettuja erilaisia lopputuotteita - kasvirohdosval-
misteita. Vaikutus on erilainen, jos kasvirohdosta
kiytetddn esimerkiksi rohdosteenid verrattuna
tilanteeseen, jossa samasta lahtokasvista valmis-
tetaan useiden valmistusvaiheiden kautta monin-
kertaiseksi konsentroitu uute, joka annostellaan
kapseleina. Riski-informaation tarve ja laajuus on
todennikéisesti suurempi jalkimmaisen valmisteen
kohdalla. Tutkimustietoa puuttuu erityisesti kas-
virohdosvalmisteiden kaytostd lapsilla ja nuorilla
(European Medicines Agency 2011; Knoss ja Chi-
nou 2012, Korkeamaki 2013) sekd raskaana olevilla
ja imettdvilld (Knoss ja Chinou 2012).

Kasvirohdosvalmisteisiin liittyvin riski-infor-
maation miird on lisddntynyt vuosikymmenten
kuluessa selvisti (Mononen 2012). Samalla infor-
maation laatu on parantunut ja tapa esittdd asi-
oita on muuttunut yksiselitteisemmaiksi. EU:n
ladkesaddosten tarkentuessa kasviperdisiin lddke-
valmisteisiin liittyvid termejd on yhdenmukaistet-
tu ja ladkeinformaatiosdadoksid parannettu (Koski
ym. 2015). Lisdksi kasviperdisiin lddkevalmisteisiin
liittyvit tutkimukset ovat kehittyneet paljon. Eri-
tyisesti kasvirohdosvalmisteiden ja perinteisten
kasvirohdosvalmisteiden laadun valvontaan liitty-
vit analyysimenetelmit ja valmistusmenetelmit
ovat kehittyneet suurin harppauksin. Kasvipe-
rdisten lddkevalmisteiden valmistusmenetelmissd
kiinnitetddn erityistd huomiota valmisteiden vaki-
ointiin. My0s tima osaltaan vaikuttaa riski-infor-
maation tarkentumiseen.

Kaukana ovat ajat, jolloin perusteltiin tekematta
jattdmisid ilmoittamalla: "Sehdn on rohdos. Eihdn
sitd voi tarkemmin tutkia.” ja "Sehédn on luonnos-
ta perdisin. Eihidn siitd nyt mitd4n haittaa voi olla.”
Tiedetddn hyvin, ettid jos kasviperiiselld 1ddkeval-
misteella on tehoa, se hyvin suurella todennikai-
syydelld saattaa aiheuttaa myos haittoja tai silld voi
olla yhteisvaikutuksia muiden lddkkeiden kanssa.

Kasvirohdosvalmisteisiin  liittyvdn riski-infor-
maation miird lisddntyy ja tarkentuu kaiken aikaa.
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EU:n kasvimonografioiden teksteji paivitetddn uu-
sien julkaistujen tutkimustulosten arviointien pe-
rusteella, ja péivitysten seurauksena tiedot tarken-
tuvat myos kasvirohdosvalmisteiden ja perinteisten
kasvirohdosvalmisteiden valmisteyhteenvetoihin,
pakkausselosteisiin ja myyntipdillysmerkintoihin.
Samalla lddkeinformaatiota antavien terveyden-
huollon ammattilaisten tyokalupakki laajenee ja

kiayttdjat saavat tietoa kasvirohdosvalmisteiden
kidyton riskeistd. Molemminpuolinen aktiivinen
vuorovaikutus kasvirohdosvalmisteista ja niiden
kiytostd ammattilaisten ja kuluttajien vililli on
valttdimitontd ladkitysturvallisuuden parantami-
seksi edelleen. Kommunikaation tueksi on tauluk-
koon 3 koottu linkkeji tietoldhteista.

Taulukko 3. Tietoldhteita kasvirohdosvalmisteista ja ravintolisista

1) Ladkevalmisteiden
valmisteyhteenvedot ja
pakkausselosteet

2) Kasvirohdosvalmisteita
Jja perinteisia kasvirohdos-
valmisteita koskevat
Sicl-lehden artikkelit

3) Kasvirohdosvalmisteita
ja perinteisia kasvirohdos-
valmisteita koskevat EU:n

kasvimonografiat

4) Euroopan komission paatok-
sella yhteisoluetteloon lisatyt
kasvirohdokset, kasviperaiset
aineet ja niiden yhdistelmat

5) Yleistietoa ravintolisista

6) Yleistietoa kosmetiikan
valvonnasta
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Fimean verkkosivut: www.fimea fi/laaketieto/valmisteyhteenvedot

(Etusivu -> Laaketieto -> Valmisteyhteenvedot)

Myyntiluvallisten kasvirohdosvalmisteiden valmisteyhteenvedot ja pakkausselosteet
I16ytyvat 'Ihmisille tarkoitettujen Iaékkeiden valmisteyhteenvedot/pakkausselosteet’
alta ja rekisterdityjen perinteisten kasvirohdosvalmisteiden valmisteyhteenvedot
’Kasvirohdosvalmisteiden valmisteyhteenvedot/pakkausselosteet’ alta.

Fimean verkkosivut, etusivun kautta: http://www.fimea.fi/

Syottamalla hakukenttdan esimerkiksi sanan ’kasvirohdosvalmiste’ saa lis-
tan kasvirohdosvalmisteita ja perinteisia kasvirohdosvalmisteita koskevista
artikkeleista.

Euroopan ladkevirasto EMA:n verkkosivut: www.ema.europa.eu/ema/index.
jsp?curl=pages/medicines/landing/herbal_search.jsp&mid=WCO0b01ac058001fald
(Home -> Find medicine -> Herbal medicines for human use)

Tietoa voi hakea sivulta usealla tavalla. EU:n kasvimonografian liséksi valilehdella
'All documents’ julkaistu muun muassa monografiaan liittyva arviointilausunto ja
viitteet, joihin arviointi perustuu.

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)

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

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

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

Lidkeinformaatiovaatimusten tarkennuttua myos
kasvirohdosvalmisteista annettavan riski-informaa-
tion madri on lisddntynyt ja tullut yksiselitteisem-
miksi. Valmisteyhteenvetotekstit terveydenhuolto-
alan ammattilaisille ja valmisteen mukana tulevat
kayttdjille tarkoitetut pakkausselosteet sisdltd-
vit riski-informaatiotietoa kasvirohdosvalmistei-
den oikean kadyton varmistamiseksi ja odottamat-
tomien haitta- tai yhteisvaikutusten vilttimiseksi.
Tiedot rajoituksista kiyttda joitain kasvirohdos-
valmisteita lapsille, idkkdille tai tietyille riskiryh-
mille, kuten allergisille henkil6ille tai henkil6ille,
joiden maksa- tai munuaistoiminnot ovat heiken-
tyneet, auttavat osaltaan vilttdmidn ei-toivottuja
reaktioita.

Kasvirohdosvalmisteiden lddkeinformaatiossa
tapahtuneita muutoksia on tutkittu Anna Mono-
sen (2012) ja Laura Korkeamien (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
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practices.

Keywords: herbal medicinal product, traditional
herbal medicinal product, medicinal information,
risk information

Authors

The views expressed in this article are the personal
views of the authors and may not be understood or
quoted as being made on behalf of or reflecting the
position of the European Medicines Agency or one
of its committees or working parties.

=2Sari M Koski

MSc (Pharm), PhD Student

Clinical Pharmacy Group: Social pharmacy
Faculty of Pharmacy

University of Helsinki

2Anna Mononen
MSc (Pharm), Regulatory Expert
DRA Consulting Oy

=Laura Korkeamaki
MSc (Pharm)

=Marja Airaksinen

Professor (Social Pharmacy), PhD, MSc (Pharm)
Clinical Pharmacy Group: Social Pharmacy
Division of Pharmacology and Pharmacotherapy
Faculty of Pharmacy

University of Helsinki

=Pirjo Laitinen-Parkkonen

MD, PhD, Adjunct Professor

University of Helsinki

Director of Health Care and Social Services
Director of Medical Services

City of Hyvinkda

Correspondence:

=Sari M. Koski
sari.m.koski@helsinki.fi

© DOSIS VOL.33 n:0 03/2015



LAHTEET

Crawford NW, Cincotta DR, Lim A, Powell CVE:

A cross-sectional survey of complementary

and alternative medicine use by children and
adolescents attending the University Hospital of
Wales. BMC Complement Altern Med 6:16, 2006.
DOI: 10.1186/1472-6882-6-16

Cuzzolin L, Francini-Pesenti F, Verlato G, Joppi

M, Baldelli P, Benoni G: Use of herbal products
among 392 ltalian pregnant women: focus on
pregnancy outcome. Pharmacoepidemiol Drug Saf
19: 1151-1158, 2010

Enkovaara A-L: Ravintolisat, kasvirohdosvalmisteet
— miten turvallisuus varmistetaan? Suom laakaril
44:3624-3626, 2010

European Medicines Agency: Reflection paper
on the necessity of initiatives to stimulate the
conduct of clinical studies with herbal medicinal
products in the paediatric population. EMA/
HMPC/833398/2009, 201

European Medicines Agency: Community herbal
monographs. www.ema.europa.eu (Home ->
Human regulatory -> Herbal products -> European
Union monographs), 2015a

European Medicines Agency: Community list
entries. www.ema.europa.eu (Home -> Human
regulatory -> Herbal products -> European Union
list entries), 2015b

Holappa M, Ahonen R, Vainio K, Hameen-Anttila K:
Information sources used by parents to learn about
medications they are giving their children. Res
Social Adm Pharm 8: 579-584, 2012

Holst L, Wright D, Haavik S, Nordeng H: The use
and the user of herbal remedies during pregnancy.
J Altern Complement Med 15 (7): 787—-792, 2009

Hameen-Anttila K, Jyrkka J, Enlund H, Nordeng H,
Lupattelli A, Kokki E: Medicines information needs
during pregnancy: a multinational comparison. BMJ
Open 3 (4):1-7, 2013

Knoss W, Chinou I: Regulation of medicinal

plants for public health — European community
monographs on herbal substances. Planta Med 78:
1311-1316, 2012

Korkeamaki L: Kasviperaisten valmisteiden
ladkevalvonta ja lapsia koskeva ldékeinformaatio
Suomessa 1964 — 2012. Pro gradu -tutkielma.
Helsingin yliopisto, 2013

Koski SM, Laitinen-Parkkonen P, Airaksinen M:
Evolution of European Union legislation of herbal
medicinal products and its transposition to national
legislation in 1965 — 2007: case Finland. Int J
Health Plann Mgmt 30(3): 260-275, 2015

Lanski SL, Greenwald M, Perkins A, Simon HK:
Herbal therapy use in a pediatric emergency
department population: Expect the unexpected.
Pediatrics 111: 981-985, 2003

Leinonen ES, Koski S: Kasvirohdosléakkeiden ja
ravintolisien haitat voivat yllattaa. SIC! Laaketietoa
Fimeasta 2 (3): 18-21, 2012

Menniti-Ippolito F, Gargiulo L, Bologna E, Forcella
E, Raschetti R: Use of unconventional medicine in
Italy: a nation-wide survey. Eur J Clin Pharmacol 58:
61-64, 2002

Mononen A: Lagkeinformaatio osana
potilasturvallisuutta - kasviperaisten valmisteiden
lainsaadannon ja lagkeinformaation kehitys
Suomessa 1964 — 2011. Pro gradu -tutkielma.
Helsingin yliopisto, 2012

Pellas K, Koski S: Ladke on tarkoitettu sairaalle ja
ravintolisa terveelle. SIC!: Laaketietoa Fimeasta 2
(1): 34-36, 2012

© DOSIS VOL.33 n:0 03/2015

© Suomen Farmasialiitto ry




Raynor DK, Dickinson R, Knapp P, Long AF,
Nicholson DJ: Buyer beware? Does the information
provided with herbal products available over the
counter enable safe use? BMC Med 9:94, 2011. DOI:
10.1186/1741-7015-9-94.

Smith M, Boon H: Counseling cancer patients about
herbal medicine. Patient AEduc Couns 38:109-120,
1999

Terveyden ja hyvinvoinnin laitos:
Potilasturvallisuusopas, 201

Vickers K, Jolly K, Greenfield S: Herbal medicine:
women'’s views, knowledge and interaction with
doctors: a qualitative study. BMC Complement
Altern Med 6:40, 2006

Wahlroos H: Euroopan unionin ladkevalvonnan
kehitys ja laakeinformaatio — sisémarkkinoita vai
kansanterveytta? Vaitoskirja. Kuopion yliopiston
julkaisuja A. Farmaseuttiset tieteet 63. Kuopio 2003

Wheaton AG, Blanck HM, Gizlice Z, Reyes M:
Medicinal herb use in a population-based survey
of adults: prevalence and frequency of use,
reasons for use, and use among their children. Ann
Epidemiol 15: 678—-685, 2005

© Suomen Farmasialiitto ry

31

© DOSIS VOL.33 n:0 03/2015




Harvinaisten ja vaikeasti

syntetisoitavien ladke-

vhdisteiden tuottaminen

kasvibiotekniikan keinoin

=Suvi T. Hakkinen

TKT, vanhempi tutkija

Teknologian tutkimuskeskus VTT Oy
PL 1000

Tietotie 2

02044-VTT Espoo

= Kirsi-Marja Oksman-Caldentey
Dos. (FaT), tutkimusalueen paallikko
Teknologian tutkimuskeskus VTT Oy
PL 1000

Tietotie 2

02044-VTT Espoo

= Anneli Ritala

Dos. (FaT). johtava tutkija
Teknologian tutkimuskeskus VTT Oy
PL 1000

Tietotie 2

02044-VTT Espoo

Kirjeenvaihto

= Suvi T. Hakkinen
suvi.hakkinen@vtt fi

© DOSIS VOL.33 n:o 03/2015 32

© Suomen Farmasialiitto ry



TIIVISTELMA

Kasvit tuottavat pienimolekyylisid yhdisteiti 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 tdysin uusia konsepteja, joiden avulla voidaan rationaalisesti muo-
kata kasveja tuottamaan taloudellisesti arvokkaita yhdisteitd teollisuuden tarpeisiin. SmartCell keskit-
tyi terpeeneihin, joilla on moninaisia biologisesti tirkeitd aktiivisuuksia. Ne ovat tyypillisesti yhdisteitd,
joita on vaikea tuottaa tdysin synteettisesti tai niiden esiintyminen luonnon kasveissa on vihiistd. Pro-
jektissa kehitettiin metaboliamuokkauskeinoja kasveissa ja kasvisoluviljelmissi, ja tirkeimmit tieteelli-
set sekd teknologiset vaikutukset liittyivit terpeeni-indolialkaloidireitin kartoittamiseen neljin aiemmin
tuntemattoman geenin osalta sekologaniiniin - tirkeddn vilituotteeseen, joka johtaa monimutkaisten
dimeerialkaloidien tuottoon asti. SmartCell-projektin kuluessa syntyi useita innovaatioita, joilla tulee ole-
maan merKkitystd tulevaisuuden tutkimus- ja tuotekehitysohjelmissa, koska niilld menetelmilld voidaan
rationalisoida muita metaboliamuokkausstrategioita. Fokusoimalla helposti skaalattaviin teknologioihin,
kuten siirtogeenisiin kasveihin, karvajuuriin sekd suspensioviljelmiin, voitiin osoittaa, etti edelld mainit-
tuja teknologioita voidaan siirtdd suuremman mittakaavan tuotantoon ilman, etti menetetdin tuotta-
vuutta. Vastaavasti nditd menetelmid kiyttdmalld voidaan vihentdd ympdristolle haitallisten prosessien
kayttod. SmartCell-projektilla on my6s merkittava rooli kasvien metaboliamuokkauksen tutkimusyhtei-
solle, koska geenipankki, metabolomiikka/reitti-tietokanta, yhdistekirjasto ja solukokoelma ovat avoimia
muiden tutkijoiden ja teollisuuden kiyttoon. Tamin katsauksen tavoitteena on ldpikiyda projektin avain-
tulokset ja niistd kirjoitetut padjulkaisut.

Avainsanat: kasvibiotekniikka, lddkeyhdiste, terpeenit, biosynteesi
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JOHDANTO

Kasvit tuottavat pienid madrid yhdisteitd eli niin
sanottuja sekundaarimetaboliitteja, jotka voivat olla
hyvin arvokkaita. Kaikista noin 400 ooo:sta kasvi-
lajista vain noin 8 prosenttia on kemiallisesti tut-
kittuja, joten kasvit ovat huomattava lihde uusille
muun muassa terpeuttisesti merkittéville yhdis-
teille. Ndiden pienmolekyylien kemiallinen synteesi
on usein taloudellisesti kannattamatonta ja joskus
jopa tdysin mahdotonta monimutkaisten rakentei-
densa takia. Sekundaarimetaboliittien tuottami-
nen hyddyntien kasveja tai kasvisoluviljelmii on
edistynyt huonosti, koska yhdisteiden muodostu-
minen kasveissa eli niiden biosynteesi tunnetaan
huonosti, eiki niitd ole osattu muokata tai ohjata
haluttua lopputulosta kohti. Kasvien pienmole-
kyylimetabolia on tiukan siitelyjirjestelmin alai-
sena, ja usein yhden biosynteesireaktion muokkaa-
minen ei aiheuta toivottua tulosta lopputuotteessa.
Tamin vuoksi koko biosynteesireitin tunteminen
on tirkedd. Teknologian tutkimuskeskus VIT 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 tutkimusryhmdia ja neljd teollisuusyritysta,
ja EU allokoi sille kuuden miljoonan euron rahoi-
tuksen. Projektin tavoitteena oli luoda tdysin uusia
konsepteja, joiden avulla voidaan rationaalisesti
muokata kasveja tuottamaan taloudellisesti arvok-
kaita yhdisteitd teollisuuden tarpeisiin. SmartCell
keskittyi terpeeneihin, joilla on moninaisia bio-
logisesti ja farmaseuttisesti tirkeitd aktiivisuuk-
sia. On kuitenkin mainittava, ettd projektin aikana
kehitetty tietotaito, tyovilineet seki resurssit ovat
kaikki yleismaailmallisia ja hyddynnettdvissd mui-
denkin biosynteesireittien muokkaamiseen. Tassd
katsauksessa kdymme ldpi projektin avaintulokset
niistd kirjoitettujen julkaisuiden avulla.

CATHACYC, TIETOKANTA
PUNATALVION METABOLIAREITEISTA
(VAN MOERKERCKE YM. 2013)

Vaikka punatalvion (Catharanthus roseus), kuten
monen muunkaan lddkekasvin, genomia ei vield
ole kartoitettu, on kuitenkin olemassa suuria EST-
(expressed sequence tag) ja RNA-sekvenssikirjas-
toja, joita voidaan hyddyntdd uusien geenien 16y-
tdmiseen sekd metabolisten reittien kokoamiseen
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tietokannoiksi (PDB, pathway database). Tdssd
tyossd tehtiin ensin punatalvion transkriptomikar-
toitus RNA-sekvensoinnin avulla siten, ettd eri kas-
vinosat seki kasvuolosuhteet otettiin huomioon.
Taman perusteella rakennettiin metabolinen kartta
keskittyen tdrkeisiin yhdisteluokkiin. Templaattina
kaytettiin AraCyc- (Arabidospsis PDB) ja MetaCyc-
tietokantoja yhdistettynd Pathway tools prediction
-ohjelmiston kanssa. Tdmin perusteella rakennet-
tiin ensimmadinen punatalvion PDB, CathaCyc.

Tall4 hetkelld CathaCyc vi.o (www.cathacyc.org)
sisdltd 1 802 reaktiota, jotka on sijoitettu yhteensi
390 reittiin, 1 347 entsyymid seki 1 322 yhdistetta.
Kayttdjat voivat tutkia punatalvion metaboliaa
eri tasoilla, katselemalla graafisia esityksid koko
metaboliaverkostosta, yksittdisistd reiteistd sekd
yksittdisistd reaktioista. Sen lisidksi geenit, prote-
iinit ja metaboliitit on kerdtty niin, ettd kustakin
on linkit ulkoisiin tietokantoihin. Sivuilla voi myos
hakea hakusanoilla tai etsimailld tiettyjd muuttujia.
CathaCyc mahdollistaa my0s vertailevan analyysin
eri ulkoisten PDB-tietokantojen kanssa seki graa-
fisten esitysten lataamisen. Kun saatua ekspressio-
dataa verrattiin julkisesti saatavilla oleviin RNA-
sekvenssitietoihin, ndhtiin ettd kaksi punatalvion
hyvin tunnettua metaboliareittid terpeeni-indoli-
alkaloidireitti ja triterpeenireitti, ovat erillisen sdi-
telyn alaisina, ja niiden sditelyyn vaikuttavat sekd
kehitykselliset ettd ymparistotekijit. Ladkekasvien
tutkimuksessa sekd hyodyntimisessd CathaCycin
kaltaiset tietokannat tulevat olemaan tdrkedssd
roolissa tulevaisuudessa.

PUNATALVION TERPEENIEN BIO-
SYNTEESIREITTI (MIETTINEN YM.
2014, VAN MOERKERCKE YM. 2015)

Terpeeni-indoli-alkaloidit ovat kasviperiisid yhdis-
teitd, joilla on laaja kirjo erilaisia arvokkaita far-
makologisia sekd hyonteiskarkoiteaktiivisuuksia.
Niistd tunnetuimpia ovat vinkristiini ja vinblas-
tiini, joita kdytetddn syopildikkeind. Punatalvio
(Catharanthus roseus) tuottaa vain hyvin pienid
midrid nditd yhdisteita - silld seurauksella, etti nii-
den saanti on hankalaa ja hinta on noussut hyvin
korkeaksi. Lisdksi niiden bioteknistd tuottamista
on vaikeuttanut se, ettd niiden biosynteesireittii ei
ole kokonaan tunnettu entsyymi- ja geenitasolla.
CathaCyc-tietokannan rakentamisessa hyodyn-
simme punatalviokasvien ja solususpensioviljel-
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min elisitaatiokasittelyd RNA-sekvenssidatan luo-
miseksi. Jatkoimme tyotd kdyttamalld siirtogeenisti
punatalvion solususpensioviljelmdi, joka ilmensi
ORCA2- ja ORCA3-siitelytekijoitd, jotka ohjaavat
muun muassa loganihappo-O-metyylitransferaasia
(LAMT) ja striktosidiinisyntaasia (SLS) koodaavia
geeneji, mutteivit geraniolisyntaasia (GES) tai gera-
niol-8-oksidaasia (G8O) koodaavia geenejid. Smar-
tCell-projektin erddnd tirkeimmistd tavoitteista
oli identifioida puuttuvat entsyymit ja niitd koo-
daavat geenit terpeeni-indoli-alkaloidireitilt (kuva
1). Kaikki edelld mainitut neljid geenid indusoitu-
vat metyylijasmonaatti-kisittelylld, mutta niiden
induktioprofiilit olivat erilaiset. Sen perusteella
voitiin padtelld, ettd terpeeni-indoli-alkaloidi-
reitissd on kaksi erillistd sditelyblokkia, joista
ensimmadinen ulottuu todennikdisesti 7-deoksy-
loganihappoon asti ja toinen sekologaniiniin asti
(kuva 1). Hypoteesimme pohjalta haimme poten-
tiaalisia oksidoreduktaaseja, sytokromi P450 koo-
daavia geeneji sekd glykosyylitransferaaseja, jotka
koekspressoituisivat GES/G8O- tai LAMT/SLS-gee-
niparien kanssa. Talld strategialla pystyimme iden-
tifioimaan neljd puuttuvaa entsyymia koodaavaa
geenid terpeeni-indolialkaloidireitilld aina seko-
loganiiniin asti (kuva 1). Ndiden (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
solutyypeissd, pystyimme uudelleenrakentamaan
koko reitin N. benthamianan lehtiin. Nama tulok-
set tekevit arvokkaiden yhdisteiden kuten vinkris-
tiinin ja vinblastiinin bioteknologisen tuottamisen
mahdolliseksi, ja nidin tirkeitd syopilddkkeitd saa-
daan kaikkien tarvitsevien saataville. Kuva 1.
Uusien entsyymejd koodavien geenien lisiksiloy-
simme uuden jasmonaatin ohjaaman paisiitelyte-
kijan, bHLH BIS1:n (basic helix-loop-helix iridoid
synthesis 1 transcription factor). Timi padsaitely-
tekija aktivoi kaikki geenit, joiden koodaamia ent-
syymeja tarvitaan, kun prekursori geranyyli-di-fos-
faatti muutetaan loganihapoksi. llmentamalld titd
sadtelytekijad punatalvion soluviljelmissd saatiin
se tuottamaan loganihapon lisiksi huomattavia
midrid monoterpeeni-indolialkaloideja, kuten se-
kologaniinia, striktosidiinia, ajmalisiinia, serpen-
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Musta — tunnettu SmartCell-projektin alkaessa
Valkoinen — |16ydetty SmartCell-projektin aikana muualla
Keltainen — 16ydetty SmartCell-projektissa

Kuva 1. Sekologaniini-striktosidiini
biosynteesireitti. Geenit, jotka olivat tunnettuja
SmartCell-projektin alkaessa on merkitty
mustalla taustalla ja sellaiset, jotka I6ydettiin
muiden tutkimusryhmien toimesta projektin
kuluessa on merkitty valkoisella taustalla.
SmartCell projektin 16ydokset on merkitty
keltaisilla taustoilla (muokattu Miettinen ym.
2014 julkaisusta, lyhenteet ks. teksti).
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tiinid ja tabersoniinia. Tatd sddtelytekijad voidaan
siis hyodyntdd, kun halutaan kdyttdd punatalvion
soluviljelmid uusiutuvana tapana tuottaa kallisar-
voisia lddkeaineita (Van Moerckercke ym. 2015).

TUPAKAN KARVAJUURET

GERANIOLIN TUOTTAJINA
(MASAKAPALLI YM. 2013;

RITALA YM. 2014)

Tyon tarkoituksena oli tutkia siirtogeenisen tupa-
kan (Nicotiana tabacum) karvajuurten metabolia-
virtaa (Masakapalli ym. 2013). Karvajuuriin ylieks-
pressoitiin geeni, joka koodaa geraniolisyntaasia
(VoGES). Tamin johdosta karvajuuret tuottivat
geraniolia, joka taas on terpenoidi-indoli-alkaloi-
direitin tarked vilituote. Geraniol on mielenkiintoi-
nen tuote my0s sen laajan kiytettivyyden vuoksi,
muun muassa parfyymi-, kosmetiikka-, saippua- ja
hajusteteollisuudessa.

Siirtogeeniset karvajuuret yliekspressoivat joko
ges-geenin yksinddn tai yhdessd geranyylipyro-
fosfaatti-syntaasin (GPPS) kanssa. Molempien
geenien promoottoreina oli kukkakaalimosaiik-
kiviruksen 35S-promoottori, ja proteiinituotteet
ohjattiin plastideihin. Yhteensi 11 GES-linjaa ja 4
GES-GPPS-linjaa analysoitiin LS-MS-menetelmail-
1 geranioliglukosidien analysoimiseksi. Linjat,
joissa metaboliittitasot olivat korkeimmat, valittiin
jatkokokeisiin. GES-linja tuotti merkittivid maarid
geraniolia (151 ng/mg kuivapainoa).

TyOssd kiytettiin isotooppileimattua syottod
steady-state-tilassa metaboliavirtojen kartoittami-
seksi. Leimattu hiili glukoosissa pdityi aminohap-
poihin, sokereihin ja orgaanisiin happoihin, jonka
perusteella rakennettiin metaboliaverkosto. Kar-
vajuurilinjojen kasvuissa ei havaittu eroja. Vaikka
GES-linja tuotti merkittdvid miiria geraniolia, me-
taboliittien kokonaistuotossa eri linjojen valilla ei
havaittu eroja. Timin perusteella voidaan olettaa,
ettd kokonaismetabolia pystyi kompensoimaan
muutokset, jotka geraniolituotto karvajuurissa ai-
heutti. Tutkimuksen perusteella voidaan olettaa,
ettd metaboliamuokkauksen avulla aikaansaadut
muutokset terpenoidi-indolialkaloidireitin koko-
naistuotossa olivat verraten pienii eikd substraat-
tien saatavuus tullut rajoittavaksi tekijaksi.

Toisessa tutkimuksessamme kartoitettiin tupa-
kan karvajuurien geraniolituottokykya seki labora-
toriomittakaavan pullo- ettd bioreaktorikasvatuk-

© DOSIS VOL.33 n:0 03/2015

sissa (Ritala ym. 2014). Yhteensi 22 siirtogeenisti
karvajuurilinjaa analysoitiin ja ndistd 17 todettiin
ilmentavin siirrettyd Valeriana officinaliksen ge-
raniolisyntaasigeenid. Kun linjojen metaboliitteja
analysoitiin SPME-GC-MS:n (solid-phase micro-
extraction-gas chromatography-mass spectrome-
ter) avulla, linjojen todettiin tuottavan geraniolia,
geraniaalia sekd timin johdannaisia. Karvajuurten
metaboliitteja tarkasteltiin myds NMR-analyysien
(nuclear magnetic resonance analysis) avulla siten,
ettd 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 tyo)
avulla kisitellyt aineistot erottivat eri ndyteryhmit
siten, ettd pienid eroja primiiriaineenvaihdunta-
tuotteissa saatiin esiin. Kromatografisilla mene-
telmilld havaittiin, ettd karvajuuret tuottivat gera-
niolia jopa 31.1 pg/g kuivapainoa kohti. Sen lisdksi
niytteistd 10ytyi erilaisia geraniolin ja hydroksige-
raniolin pentoosi- ja heksoosisokerikonjugaatteja.

Paras geraniolintuottajalinja valittiin kokeeseen,
jossa kasvatusmittakaava nostettiin kahden litran
bioreaktoriin. Bioreaktorikasvatukset tehtiin wave
-tyyppisessd sekd ympyriravistellussa bioreaktoris-
sa. Eroja kasvun tai geraniolituoton suhteen niissi
kertakasvatuksissa ei ollut. Kun karvajuuria kasva-
tettiin syottimalld uutta kasvualustaa kasvatuksen
aikana, biomassa kasvoi 56 prosenttia enemmain
kuin kertatyyppisessd kasvatuksessa. Geraniolin-
tuottoon syotolld ei ollut vaikutusta. Tamén jil-
keen kasvatus tehtiin vield 20 litran mittakaavassa
wave-bioreaktorissa, jonka tuloksena geranioli-
tuotto kasvoi 23-25 prosenttia verrattuna kahden
litran kasvatukseen.

Eris tapa geraniolin tuoton lisidmiseksi on es-
tdd sen hapettumisreaktioita muun muassa gera-
nialiksi tai muiksi johdannaisiksi, koska niiden
johdannaisten miira on yli kaksinkertainen ge-
raniolin pitoisuuteen verrattuna karvajuurissa. Ei
kuitenkaan ole selvii, onko geraniolin hapettumi-
nen entsymaattisen toiminnan tulosta, vai tapah-
tuuko reaktio spontaanisti. Lisdtutkimuksia timin
asian selvittdmiseksi tarvitaan. Téssd tutkimukses-
sa havaittiin, ettd suuri osa geraniolia oli solun
sisdlld, todennikoisesti vakuoliin pakkautuneena,
glukosidimuodossa. Glukosidaasien avulla vapaan
geraniolin mairdd voitaisiin mahdollisesti lisita.
Toisaalta taas vapaa geranioli on ei-polaarinen yh-
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diste, jonka kerddntyminen soluseindin on riippu-
vainen soluseinin lipidipitoisuudesta.

Tamin tyon tulokset osoittavat, ettid geneetti-
sesti muokattuja tupakan karvajuuriviljelmid voi-
daan kidyttdd geraniolin tuottamiseen. Geraniol
esiintyi ainakin kuudessa eri glykosidi-muodossa,
ja vapaan geraniolin miidrd antoi vain suuntaa
kokonaistuotosta. Tuotto 20 litran mittakaavassa
onnistui, ja geraniolia saatiin tuotettua milligram-
mamaaria.

ERILAISET KASVIPERAISET
TUOTTOSYSTEEMIT GERANIOLIN
TUOTTAJINA (VASILEV YM. 2014)

Tyon tarkoituksena oli vertailla eri kasviperiisid
tuotantosysteemeji geraniolin tuoton suhteen.
Valitut tuottajat olivat kokonainen siirtogeeninen
tupakkakasvi mullassa kasvatettuna, sama kasvi
hydroponisesti viljeltynd kahdella eri tekniikalla
(suoraa kasvuliuoksessa tai vuorivillassa) seki kei-
notekoisella alustalla aseptisesti purkissa (in vitro),

ohimenevisti geenid ilmentdva Nicotiana bentha-
mianan lehti, tupakan solususpensioviljelmd sekd
karvajuuriviljelma. Kaikkiin kasvi- sekd viljelma-
tyyppeihin siirrettiin sama Valeriana officinaliksen
geraniolisyntaasigeeni tai sitd ilmennettiin ohime-
nevisti N. benthamianan lehdissd. Kasveissa synteti-
soitu geranioli on pidasiassa sokerikonjugaatteina.
Mikali katsottiin vain geraniolin mairaa (ug/g) tuo-
repainoa kohti, eniten geraniolia oli kokonaisissa
in vitro -kasvatetuissa kasveissa (48 pg/g tuore-
painoa). Kunkin tuottosysteemin kokonaistuotta-
vuus saadaan ottamalla huomioon my6s biomas-
san miara seka viljelyaika. Paras tuottavuus saatiin
solususpensioviljelmilld (1,8 pg geraniolia / g tuo-
repainoa / piivi; Taulukko 1), joita voidaan hyodyn-
tdd myOs suuremman mittakaavan bioreaktori-
viljelyissd kontrolloiduissa olosuhteissa. Suuren
tuottavuuden lisiksi timi menetelma on taloudel-
lisesti kannattava ja riippumaton ymparistdolosuh-
teista. Solususpensioviljelmien tuottavuutta voi-
daan vield mahdollisesti parantaa kasvualustan ja
prosessin optimoinnilla. Taulukko 1.

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

Biomassa
(+ keski-hajonta)

Tuotantosysteemi

aika
(paiva)

Kasvatus-

Mullassa kasvatetut 275,3+17,2°2 45
tupakkakasvit

Hydroponisesti liuoksessa 114,3+9,4° 45
kasvatetut tupakkakasvit

Hydroponisesti vuorivillassa  314,5+25,7° 45
kasvatetut tupakkakasvit

In vitro kasvatetut 9,9+0,7°2 63
tupakkakasvit

Ohimeneva ilmentdminen 92+10,3° 54
Nicotiana benthamianan

lehdissa

Tupakan solususpensio- 10,9+1,7° 9
viljelma

Tupakan karvajuurivilielma 144+£7)° 21
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Biomassan | Geraniolin Geraniolin tuotto
tuotto maara (ug/g (1g/g tuorepaino/
g/paiva tuorepaino péivassa
+ keski-hajonta) | * keski-hajonta)
6,1 15,841,6 0,3£0,04
2,5 16,5+0,6 0,4+0,01
70 15,540,3 0,3+0,01
0,2 48,3+10,2 0,810,16
17 27,246,7 0,5+0,09
60,6¢ 16,1£0,3 1,8+0,04
6,9¢ 8,810,1 0,4+0,01

g tuorepainoa / kasvi

g tuorepainoa / 20 ml kasvatus
¢g tuorepainoa / litran kasvatus
dg/paiva/litra
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YHTEENVETO

SmartCell-projektin tavoitteena oli kehittdd uusia
menetelmid kasviperdisten arvokkaiden meta-
boliittien tuottamiseksi. Projektissa keskityttiin
terpeeneihin, jotka ovat tyypillisesti yhdisteitd,
joita on vaikea tuottaa synteettisin keinoin tai nii-
den esiintyminen luonnon kasveissa on vihiista.
Projektissa kehitettiin metaboliamuokkauskeinoja
kasveissa ja kasvisoluviljelmissi, jonka tuloksena
tirkeiden terpenoidien biosynteesid voitiin selvit-
tdd ja sen myotd pystyttiin identifioimaan biosyn-
teesireitille osallistuvia geenejd, entsyymejd ja vali-
tuotteita, monimutkaisia sditelyjirjestelmid sekd
entsyymien ja vilituotteiden lokeroitumista. Tar-
keimmait tieteelliset sekd teknologiset vaikutuk-
set liittyivdt terpeeni-indolialkaloidireitin kar-
toittamiseen neljan aiemmin tuntemattoman
geenin osalta sekologaniiniin - tirkedin vilituot-
teeseen, joka johtaa monimutkaisten dimeerialka-
lodien tuottoon asti. Projektin tiimoilta kehitettiin
useita tuottosysteemejd geraniolin ja 8-hydrok-
sygeraniolin, tirkeiden aromi- ja tuoksuyhdistei-
den, aikaansaamiseksi. SmartCell-projektin kulu-
essa syntyi useita innovaatioita, joilla tulee olemaan
merkitystd tulevaisuuden tutkimus- ja tuotekehi-
tysohjelmissa, koska niilldi menetelmillid voidaan
rationalisoida muita metaboliamuokkausstrate-
gioita. Tallaisia ovat esimerkiksi yhdistetty trans-
kriptomiikka/metabolomikkaohjelma, jolla voi-
daan nopeasti identifioida entsyymiaktiivisuuksia,
uudet bioinformatiikkamenetelmét sekvenssiana-
lyyseihin ja rakenne-funktio-seulontaan seki uudet
menetelmit useiden geenien yhtdaikaiseen trans-
formaatioon mahdollistaen monimutkaisten reit-
tien siirron kasveihin.

Ndiden suorien vaikutusten lisiksi on tirked
huomioida SmartCell-projektin mahdolliset laa-
jemmat vaikutukset teollisuuteen, terveystekno-
logioihin sekd ympéristoon. Kaytimme tutkimus-
materiaalinasiirtogeenisii kasveja, karvajuuria seki
suspensioviljelmii, joita kaikkia voidaan kasvattaa
teollisuusmittakaavassa. Projektissa osoitimme,
ettd mittakaavan nosto ei huonontanut saantoa ja
samalla voidaan vihentdd ymparistolle haitallisten
prosessien kayttod. SmartCell-projektilla on myos
merkittivd rooli kasvien metaboliamuokkauksen
tutkimusyhteisolle, koska geenipankki, metabo-
lomiikka/reitti-tietokanta, yhdistekirjasto ja solu-
kokoelma ovat avoimia muiden tutkijoiden ja teol-
lisuuden kiyttoon. SmartCell-projekti toi yhteen
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eri tieteenaloja edustavat johtavat eurooppalaiset
laboratoriot, minka ansiosta osaaminen ja resurssit
nostivat konsortion kansainvilistd merkittdvyyt-
td. Lisdksi projektissa mukana olleiden yrityspart-
nereiden osallistuminen edistdd eurooppalaisen
alalla toimivan teollisuuden kilpailukykya.

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. VI'T 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.
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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” (Ros). Drug compounds
do not always fall within the Lipinski’s Ros, 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. 2000), 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-
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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 ooo
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
etal. 2009), in chronic wounds (Kirketerp-Mgller et
al. 2008) and in middle ear infections (Homge 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
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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.

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-

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.

Planktonic cells

1) Attachment
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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
1ooo-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
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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
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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

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.

Siofiim modet mm Advantages
examination

Liquid culture

CDC
Biofilm Continuous Various High Possible FULERnEkE
Method
Reactor
Liquid culture
Rotating
Disk Continuous Various Moderate Possible ASTM Standard
Method
: Reactor
—
el
Liquid culture
I Drip Flow
| ‘% Biofilm Continuous Various Low Possible ASTM Standard
: Method
. Reactor
)
Liquid culture
MBEC Batch : Yes, butlimited , 2oP1d: HTS,
Assa culiure || 'asticpegs Low by well space  ASTM Standard
Y Gl Method
Liquid culture
Well plate Batch . Yes, but limited U, L7
Plastic No/Low cheap, user-
assays culture by well space )
friendly
Solid culture
Biofilm Various No Possible
culture coupons,
method :
versatile
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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).
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breviations: WGA: wheat germ 200 rpm shaking
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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” (Ros) 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 Ros and ensure a high absorption after
oral administration. However, it is known that an-
tibacterials do not generally follow Lipinski’s Ros
and it has been demonstrated that their physico-
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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. 2000). 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. 1t also allows the
revalorization of a previously neglected product

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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6-chloro-4-(6-chloro-7- hydroxy-2,4,4-
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(+)-dehydroabietic acid
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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
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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.

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
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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), Man-
nistd and Higgblom 2000) and organisms from
marine environments (Kiuru et al. 2014) are yet un-
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explored to a large extent and would be of present
interest for the drug discovery research of NPs-
based anti-infectives against bacterial biofilms.

TIIVISTELMA

Taistelu bakteeribiofilmeja vastaan:
onko luonnosta perdisin olevilla
infektiolaakkeilla potentiaalia?

Biofilmit ovat yleensi pinnoilla kasvavia, jirjestay-
tyneitd bakteeriyhdyskuntia. Biofilmi suojaa bak-
teereita sekd antibiooteilta ettd isdinnidn immuuni-
puolustukselta. Bakteerien kasvu biofilmissd on
hidasta planktonisiin soluihin verrattuna. Uusia,
tehokkaita lddkkeitd tarvitaan varsinkin gramposi-
tiivisten bakteerien, kuten Staphylococcus aureuksen
aiheuttamien biofilmi-infektioiden hoitoon. Lisiksi
antibiofilmiyhdisteilld, joita voidaan kayttdd kemi-
allisina tyokaluina tutkittaessa biofilmien muo-
dostumista ja toiminnallisuutta in vitro ja in vivo
-olosuhteissa, on suuri tarve. Viime aikoina isojen
ladkeyhtididen seulontaprojektit, jotka perustuvat
Lipinskin viiden sddnnén (Lipinski’s “rule-of-five”)
tdyttavien pienmolekyylikirjastojen kdyttoon, eivit
ole tuottaneet uusia antimikrobiyhdisteitd. Kaikki
lddkeaineet eivdt tdytd Lipinskin viiden sddnnoén
kriteereitd, ja etenkin luonnonyhdisteet ja antimik-
robiyhdisteet poikkeavat usein sddnnostd. Koska
suurin osa bakteereista elda luonnossa biofilmeina,
on loogista, ettd luonnossa esiintyvit organismit
ovat kehittineet luontaisia antibiofilmiaineita. Nai-
den yhdisteiden 16ytdmiseksi tarvitaan sopivia seu-
lontamalleja. Artikkelissa kisitellddan nykyisi 1dhes-
tymistapoja antibiofilmiaineiden tutkimuksessa ja
sitd, miten niitd voidaan kayttdd luonnonaineiden
tutkimukseen.

Avainsanat: infektiolddkkeet, luonnonaineet,
bakteeribiofilmit, 1ddkekehitys, antibiofilmi
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ABSTRACT

Scope: Ellagitannins are polyphenols abundant in strawberries, raspberries and cloudberries. The effects of
amixture 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 NCTo1414647.

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 x 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
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(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-Pimii et al. 2005, Nohynek et al.
2000). 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 (Cerda et al. 2005b, Cerd4 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 (Cerda 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/mz2), 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 111 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 (o 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

Figure 1. Study design
(n = number of subjects, M/F = men/female).

Baseline ‘ Intervention period ‘ Recovery
period period
n=12 Control M/F=3/9
/F
-4 [¢] 4 8 12 wk
1 1 1 1
-1A 0B 4C 8D 12E
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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.I (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 Miitta-Riihinen et al. (2004a,
2004Db). Ellagitannins were quantified as ellagic acid,
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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 °C before
analyses.

Concentrations of total cholesterol, LDL cho-
lesterol, HDL cholesterol, triglycerides and apoli-
poproteins At 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 (Metsid-Keteld 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-a (R&D
Systems Inc., MN, USA), high molecular weight
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(HMW) adiponectin (St. Charles, Missouri, USA)
and 1L-6 (Sanquin, Amsterdam, The Netherlands).

Plasma fatty acids

Plasma fatty acid compositions were determined as
methyl esters by gas chromatography (Seppédnen-
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 1990).

Serum lipidomics and statistical analysis

of lipid profiles

Serum samples for lipidomics were taken at four
occasions B-E (o 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).
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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 Ug68-f+GC (CGCCCGGGGCGCGC-
CCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGG-
GAACGCGAAGAACCTTA) and Ur4o1-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
Mitt6 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-
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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 Ur4o1-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 11 (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 (Cerda et al.
20053, Gonzalez-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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Table 1. Selected baseline characteristics of the subjects (Mean t SD).

12740, 1=

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

Age (yr) 53.0+6.5 49.8 +71

Body weight (kg)' 924 +14.4 931+10.8

BMI (kg/m?) 31.8+4.4 329+34

Waist circumference (cm) 103.9 £10.8 105.0 + 81

Body fat (%) 333172 36.0+£6.8

Fasting serum cholesterol (mmol/l) 56109 55+05

Fasting serum LDL cholesterol (mmol/l) 37+0.8 37+05

Fasting serum HDL-Chol (mmol/l) 14+0.3 1.34 £ 0.26

Fasting serum triglycerides (mmol/l) 1.6 £ 0.6 21+0.9

Systolic blood pressure (mmHg)' 139.2 +18.9 1443 +12.3

Diastolic blood pressure (mmHg)' 91.5+9.0 924+84 'Average of two
Fasting plasma glucose (mmol/l) 57+0.4 58+0.5 measurements.

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

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 i 20 85 £l 19

Fat (g) 0.56

0 weeks 76 + 26 7 + 17
4 weeks 72 + 20 65 + 20
8 weeks 75 + 20 77 + 36

Carbohydrate (g) 0.16

0 weeks 230 £ 73 218 i 44
4 weeks 248 + 53 208 + 59
8 weeks 249 + 65 253 + 78

Sucrose® (g) 0.04

0 weeks 42 i 32 33 i 14
4 weeks 56 i 24 27 i 1
8 weeks 54 + 21 38 + 21

Fibre® (g) <0.001

0 weeks 25 + 8 24 + 8

4 weeks 37 + 10 26 + 10 Significant changes

8 weeks 36 + 10 25 + 8 between group and
Alcohol (g) 014 ;'mféagéo(“: )

p < 0.05 (group),

0 weeks < + il 22 + 34 #p < 0.05 (time),

4 weeks 8 + 1" 10 + 14 %p < 0.01 (group)

8 weeks 10 + 13 18 + 27 and &p < 0.01 (time)
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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<o0.001).
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.I £ 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 (9o%) 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 o.05 level

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

| bery(n=20) _control (=12) __________| P-value |

Systolic blood pressure#'

0 weeks 13915 *
4 weeks 137.55 *
8 weeks 136.35 *
12 weeks 134.40 +
LDL cholesterol” (mmol/l)
0 weeks 374 *
8 weeks 3.44 *
8-isoprostane® (pg/ml)
0 weeks 15.19 +
4 weeks 13.66 *
8 weeks 10.87 *
12 weeks 1071 *
TRAPE (UM)
0 weeks 1294.41 +
4 weeks 1428.57 *
8 weeks 1361.69 *
12 weeks 1394.03 +
Leptin/ BMI* (pg/ml)
0 weeks 720.24 *
4 weeks 729.95 *
8 weeks 766.16 *
12 weeks 698.61 +
Resistin® (pg/ml)
0 weeks 368.77 *
4 weeks 379.93 *
8 weeks 394.55 +
12 weeks 380.96 +

Significant changes between group and time factors:

0.37
18.92 144.33 + 12.35
13.63 136.00 * 16.09
15.20 13817 + 12.62
18.06 136.08 + 9.84
0.56
0.81 3.66 + 0.48
0.74 3.49 + 0.56
0.70
5.58 12.45 + 5.36
5.48 1.72 + 4.22
S5 €158 + 4.48
5.50 9.96 + 5.60
0.47
23799 1406.38 + 198.16
237.26 1456.08 + 269.76
233.23 1354.87 + 22140
216.16 1447.55 + 191.03
0.03
438.89 895.82 + 456.32
466.87 727.90 + 326.61
506.97 888.44 + 381.28
498.06 835.66 + 463.20
0.95
9514 393.08 + 128.27
92.49 412.33 + 151.33
95.22 423.01 + 124.26
97.36 40773 + 125.48

$p < 0.05 (group), p < 0.05 (time), *p < 0.01 (group) and ép < 0.01 (time)
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(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<o0.05), LDL cholesterol (p<0.05) and
8-isoprostane (p<o.o1) decreased in both groups
during berry substitution. Group-wise these vari-
ables did not differ. In addition, in both groups
TRAP (p<o.o1) first increased at the midpoint of
the substitution and then decreased at the end of
the substitution, and resistin (p<o.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, 1L-6, hsCRP and TNF-a 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<o.52). LDL cholesterol
decreased 0.30 and 0.17 mmol/l in the berry and con-
trol groups, respectively (p<0.50) (Figure 2), while the
HDL cholesterol increased in the control 0.07 mmol/I
and remained constant in the berry group (p<o.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

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).
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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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Figure 4.
A) Diagram showing the average log2 abundance estimate of phosphatidylcoline (PC) lipids with VIP-score >=
2.0. Values have been calculated from baseline adjusted data. Averages of subjects belonging to berry group
(n=20) are shown using solid lines and those of belonging to control group (n=12) with dashes, e = etherbond-
ed. B) The same as A, but for triacylglycerols (TG).
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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<o.oo1) 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<o0.05).

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
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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, O 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 206), 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 1V; Clostridium leptum group)
or Family Lachnospiraceae (Clostridial cluster X1V;
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 lberian
pig and humans (Cerda et al. 2005a, Rao and Sny-
der 2010, Espin 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, 01, 45, I, 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.
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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 alot 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
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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 (Féve 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-
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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 arecent 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-Barberan 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, Gonzéles-Sarrias et al.
2009, Gonzales-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. 2000c¢), 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
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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 (Gonzéles-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 1V and X1V,
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. ldentification 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-Pimii R, Seppanen-Laakso T, Mauko-
nen J, Torronen R, Kolehmainen M, Kankainen M,
Leppdnen T, Moilanen E, Nohynek L, Témas-Bar-
beran FA, Espin 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-
2203, 2013.
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ABBREVATIONS

AHA American Heart Association, Apo Apolipo-
protein, BA benzoic acid, ChoE Cholesterylester,
CRP C-reactive protein, CVD cardiovascular dis-
ease, DGGE Denaturing gradient gel electrophore-
sis, LBM lean body mass PC phosphatidylcholine,
PE phosphatidylethanolamine, TG triacylglycerol,
TNF-a Tumor necrosis factor-alpha, TRAP total
radical-trapping antioxidant parameter
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ABSTRAKTI

Ellagitanniinipitoisten marjojen
vaikutus lipidiprofiiliin,
suolistomikrobistoon ja
fenoliyhdisteiden aineenvaihduntaan
metabolisen oireyhtyman henkiloilla
Tutkimusalue: Ellagitanniinit ovat mansikassa,
vadelmassa ja lakassa yleisesti esiintyvid polyfenoli-
sia yhdisteitd. Ndiden marjojen seoksen vaikutusta
tutkittiin metabolisen oireyhtymén henkil6illd.
Tutkimuksessa keskityttiin sydidn- ja verisuonisai-
rauksien riskitekijoihin, suoliston mikrobistoon ja
ellagitanniiniaineenvaihduntaan.

Menetelmat ja tulokset: Kaksikymmenti henkilod
nautti pdivittdin 300 g runsaasti ellagitanniineja
sisdltivid marjoja kahdeksan viikon ajan satunnais-
tetussa kontrolloidussa tutkimuksessa. Kontrolli-
ryhmd, jossa oli kaksitoista henkil6d, ei nauttinut
marjoja. Yllittden suurin osa tutkituista muut-
tujista ei eronnut ryhmien vililld. Kuitenkin pie-
nid positiivisia muutoksia huomattiin systolisessa
verenpaineessa, LDL-kolesterolissa, 8-isoprostaa-
nissa ja TRAP- ja resistiiniarvoissa. Lipidiprofiilien
tilastollinen mallinnus osoitti, ettd 20 lipidin ryhmi
erotti marjoja syovit kontrolliryhmastd. Tulos viit-
tasi siihen, ettd ndilld lipideilld saattaisi olla vaiku-
tusta marjojen tunnettuihin positiivisiin terveys-
vaikutuksiin. Marjojen lisidminen ruokavalioon
aiheutti muutoksia suolistomikrobistossa 35 pro-
sentilla tutkituista henkil6istd. Kaikki nimd muu-
tokset liittyivit Ruminococcaceae- tai Lachnospi-
raceae-heimoihin, joihin kuuluvat bakteerit ovat
pddasiallisia butyraatin tuottajia ihmisen paksu-
suolessa. Suurin osa marjaryhmin henkil6ista oli
urolitiinien, eli ellagitanniinien aineenvaihdunta-
tuotteiden, tuottajia.

Johtop&atékset: Ellagitanniineja runsaasti sisalti-
villd ravinnolla saattaa olla positiivisia vaikutuksia
seerumin lipidiprofiileihin ja suolistomikrobistoon.
Suolistomikrobiston muutokset saattavat vaikut-
taa marjojen ellagitanniinien biologiseen hyviksi-
kaytettidvyyteen. Tulosten varmistamiseen tarvi-
taan lisdd kliinisid tutkimuksia.
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Avainsanat: marjat, kliininen tutkimus, ellagitanniinit, lipidomiikka, mikrobiologinen profilointi

Tutkimuksen yhteenveto on julkaistu Molecular Nutrition and Food Research -julkaisusarjassa:
Puupponen-Pimid R, Seppdnen-Laakso T, Maukonen ], Térronen R, Kolehmainen M, Kankainen M,
Leppdnen T, Moilanen E, Nohynek L, Témas-Barberan FA, Espin JC, Aura A-M, Poutanen K, Oksman-
Caldentey K-M: Effects of ellagitannin rich berries on blood lipids, gut microbiota and urolithin production
in human subjects with symptoms of metabolic syndrome. Mol Nutr Food Res 57:2258-2263, 2013.
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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 (T1As), 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
Cusidé 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
(T1As). T1As 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). T1As 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 (T1As), i.e. geraniol synthase (ges), geran-
iol 8-oxydase (g80) 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. 2015¢). Some results
have been also presented in a manuscript (Akhgari
et al. 2015d).

© DOSIS VOL.33 n:0 03/2015

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.

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.

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
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Table 1.

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

Leaves generated
transformed roots

Root type Infected
42

Wild**

gus 15 7

ges 50 22
g8o 50 16
str 50 26

Putative hairy Transformed Efficiency (%)*
roots hairy roots
27 20 74

12 10 83
37 10 27
31 10 32
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 ro/lB gene.

recombinant vectors including pBIN2.4VoGES'
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-

© Suomen Farmasialiitto ry

droalstonine (16), ajmalicine (17) and yohimbine 1
(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 pm. In the
solvent systems, the pH was adjusted to 10. In ad-
dition, injection volume was 2 pL 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.
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UPLC-PDA-MS chromatograms using UV, MS-ES* and MS-ES' iongrams of R. stricta alkaloids. *t, of vincadifformine; **t,

of tetrahydrosecamines
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Accumulation of eburenine analysed by GC-MS in R. stricta wild type hairy roots elicited with 50, 100 and 200 pM 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 "H-NMR (Figure 7A). Multivariate data anal-
ysis was also applied for pairwise comparison of
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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 "H-
NMR bucket data in the region & 0.49- 6 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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Figure 7.
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Score plot OPLS-DA (A) based on 'H-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 'H-NMR data in
hairy roots elicited with 50 uM and 100 uM MeJA after
five days and non-elicited control cultures (80 pL 40%
ethanol, equal volume of 100 uM 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).
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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 Me]A.

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. 20006). Hairy
root cultures have been established from impor-
tant medicinal plants in the Apocynaceae family, for
example Catharanthus roseus (Toivonen et al. 1989)
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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), aymalicine (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 11 (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.

TIIVISTELMA

Alkaloidit Rhazya stricta Decne.
in vitro -viljelmissa

Rhazya stricta Decne. (Apocynaceae) on Lihi-iddstd
ja Kaakkois-Aasiasta kotoisin oleva perinteinen l44-
kekasvi. Se tuottaa lukuisia terpeeni-indolialkaloi-
deja (T1A), joista useilla on tirkeitd farmakologisia
ominaisuuksia. Tami tutkimus keskittyi biotek-
nologisten menetelmien kehittimiseen R. stricta
-kasville. Ndihin menetelmiin lukeutuivat erilais-
tumattomien solukkoviljelmien perustaminen seki
Agrobacterium rhizogenes -bakteerin avulla aikaan-
saadut siirtogeeniset karvajuuret, jotka ilmensivit
varhaisen TIA-synteesireitin geeneji. Rhazya-alka-
loidit muodostavat laajan kirjon kemiallisia, erilai-
sen polaarisuuden omaavia rakenteita. Tastd syystd
oli tirkedd kehittdd uusia analyysimenetelmid alka-
loidipitoisuuksien miirittimiseen ja alkaloidipro-
fiillien muutosten seuraamiseen eri siirtogeenisten
linjojen ja kisittelyiden valilld. Kohdennetut ja koh-
dentamattomat analyysit solu- ja solukkoviljelmistd
suoritettiin kaasukromatografia-massaspektromet-
rialla (GM-MS), korkean erotuskyvyn neste-kroma-
tografialla (HPLC), erittdin korkean suorituskyvyn
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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 vililli kohdegeenin mukaan. Tutkimuksessa
16ydettiin kaiken kaikkiaan 33 TIA-yhdistettd R.
stricta -kasvista mukaan lukien kymmenen Rhazia-
suvulle uutta alkaloidia.

NMR-datan monivarianssianalyysi osoitti sel-
kedn eron siirtogeenisten ja villityypin tai gus-kar-
vajuurien valilli. TAmi johtui todennidkoisimmin
eroista primddrimetaboliittien pitoisuuksissa, kos-
ka alkaloidien kokonaispitoisuudessa ei ollut eroa
eri karvajuurilinjojen ja kontrollien valilla.

Téssd tyOssd esitetidn ensimmadistd kertaa yk-
sinkertainen ja tehokas geeninsiirtomenetelmi R.
stricta -kasville. Lisdksi kehitettiin joukko uusia
analyysi-menetelmii alkaloidien kokonaisvaltai-
seen analysoimiseen. Namai tulokset luovat pohjan
bioteknologisten menetelmien laajemmalle kiy-
tolle R. stricta -kasvin kohdalla ja sen metabolian
muokkaamiselle.
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