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TIIVISTELMÄ 
Johdanto: Vesiympäristössä havaitaan merkittäviä määriä lääkejäämiä, jotka kertyvät ihmisten käyttämistä 
lääkkeistä, virheellisesti hävitetystä lääkejätteestä sekä lääkkeiden tuotannosta. Vesiympäristöstä lääkejäämät 
voivat siirtyä myös muihin eliöihin, joissa ne voivat aiheuttaa paitsi toksisia myös muita pitkäaikaisvaiku-
tuksia. Näitä haittavaikutuksia tutkitaan muun muassa kaloilla. Kirjolohi (Oncorhynchus mykiss) on standar-
doiduissa ekotoksisuustesteissä (OECD) tyypillisesti käytetty mallilaji. Ihmislääkkeiden jäämiä on kuitenkin 
mitattu myös luonnonvesissä elävistä kaloista. Lääkejäämien rikastumisen (bioakkumulaatio) kannalta kes-
keisessä asemassa on vierasaineiden eliminaatiota välittävien sytokromi P450 (CYP) -entsyymien aktiivisuus 
kaloissa. Koska kalat altistuvat vesiympäristössä yhtäaikaisesti lukuisille eri lääkeaineille, joista monilla on 
taipumus inhiboida CYP-järjestelmää (ihmisessä), on CYP-välitteiseen ominaispuhdistumaan kohdistuva yh-
teisvaikutusriski erityisen suuri luonnonvesissä elävissä kaloissa. 

Aineisto ja menetelmät: Tässä työssä tutkittiin seitsemän antimikrobisen lääkeaineen (erytromysiini, keto-
konatsoli, klaritromysiini, klotrimatsoli, mikonatsoli, siprofloksasiini ja sulfametoksatsoli) vaikutusta kalan 
7-etoksiresorufiinin O-de-etylaation (EROD) ja 7-bentsyylioksi-4-trifluorimetyylikumariinin O-debentsylaa-
tion (BFCOD) aktiivisuuteen in vitro. Näiden mallireaktioiden tiedetään korreloivan kalan CYP1A- (EROD) ja 
CYP3A-entsyymien (BFCOD) aktiivisuuksien kanssa. Mallireaktioiden lähtöaktiivisuudet sekä kunkin lääke-
aineen aiheuttama suhteellinen entsyymi-inhibitio (engl. half maximal inhibitory constant, IC50) mitattiin 
fluoresenssispektrometrisesti kirjolohen maksamikrosomeissa. Kullekin lääkeaineelle määritettyä näennäistä 
IC50-inhibitiovakiota verrattiin tunnettuihin IC50-vakioihin ihmisessä sekä jätevedenpuhdistamoilla ja ym-
päristössä mitattuihin lääkejäämäpitoisuuksiin. Lisäksi määritettiin niin sanottu IC50-siirtymä, jonka avul-
la tarkasteltiin, voimistuuko lääkeaineen aikaansaama entsyymi-inhibitio ajan myötä (engl. time-dependent 
inhibition). Menetelmän validointiin käytettiin kolmea tunnettua CYP-inhibiittoria (diltiatseemi, furafylliini 
ja verapamiili), jotka aikaansaavat ajasta riippuvan entsyymi-inhibition ihmisessä.

Tulokset ja johtopäätökset: Tutkituista antimikrobisista lääkeaineista kaikki, paitsi sulfametoksatsoli, inhi-
boivat kirjolohen EROD- ja/tai BFCOD-aktiivisuuksia in vitro. Klotrimatsolin, ketokonatsolin, mikonatsolin 
ja validoinnin malliaineena käytetyn furafylliinin IC50-arvot olivat kalassa suurempia kuin kyseessä olevien 
yhdisteiden CYP-inhibitiovakiot ihmisessä. Siprofloksasiinin, klaritromysiinin, erytromysiinin ja validoin-
nin malliaineina käytettyjen diltiatseemin ja verapamiilin IC50-arvot olivat saman suuruisia kuin ihmisessä. 
Erytromysiinin sekä diltiatseemin ja furafylliinin havaittiin lisäksi aiheuttavan ajasta riippuvaa entsyymi-in-
hibitiota. Ympäristöpitoisuuksiin verrattuna kaikkien tutkittujen yhdisteiden IC50-pitoisuudet olivat kerta-
luokkaa suuremmat kuin niiden vesistöistä mitattujen jäämäpitoisuuksien keskiarvot UBA-tietokannassa. 
Inkuboitaessa lääkeaineita seoksena (kukin jätevesissä tyypillisesti esiintyvässä pitoisuudessaan), tutkituilla 
lääkeaineilla havaittiin kuitenkin additiivinen BFCOD-aktiivisuuden inhibitio, jonka biologista merkitystä 
olisi syytä tutkia tarkemmin.

Avainsanat: lääkeainemetabolia, sytokromi P450, entsyymi-inhibitio, bioakkumulaatio, 
ympäristöriskin arviointi
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JOHDANTO
Lääkejäämiä esiintyy lähes kaikkialla vesiympäristös-
sä (Boxall ym. 2012, Vasquez ym. 2014, Aus der Beek 
ym. 2016, Burns ym. 2018). Ympäristön lääkekuor-
ma kertyy useista eri lähteistä, kuten ihmisten käyt-
tämistä lääkkeistä, virheellisestä lääkejätteen käsit-
telystä sekä lääkkeiden tuotannosta (Boxall 2004). 
Ihmisten käyttämien lääkkeiden erittyminen jäte-
veteen muodostaa arviolta jopa 88 prosenttia ympä-
ristön kokonaislääkejäämäkuormasta (Astra Zene-
ca 2018). Erittymisen seurauksena lääkeaineet sekä 
niiden metaboliitit päätyvät vedenpuhdistamoiden 
kautta jokiin, järviin ja meriin (Unesco & HELCOM 
2017). Vain murto-osa lääkejäämistä poistuu tyypil-
lisissä puhdistamoprosesseissa (Vieno 2015). Vesiym-
päristöstä lääkejäämät voivat siirtyä myös muihin eli-
öihin aiheuttaen niissä paitsi välittömiä toksisia vai-
kutuksia myös muita kroonisia haittavaikutuksia, 
kuten lisääntymis- tai käyttäytymishäiriöitä (Jobling 
ym. 2006, Brodin ym. 2013). Ihmisille tarkoitettujen 
lääkkeiden jäämiä on mitattu muun muassa luon-
nonvesissä elävistä kaloista sekä kudospitoisuuksi-
en että lääkejäämien aiheuttamien haittojen osalta 
(Muir ym. 2017, Simmons ym. 2017). 

Vuodesta 2006 lähtien uusien vaikuttavien ainei-
den ympäristöriskinarviointi on tullut tehdä osana 
myyntilupahakemusta. Riskinarviointi tehdään Eu-
roopan lääkeviraston ohjeistuksen (EMEA/CHMP/
SWP/4447/00 corr 2) mukaisesti usealla eri trofiata-
solla (levä, vesikirppu ja kala), mittaamalla pääasiassa 
kasvun tai lisääntymisen häiriöitä standardoiduilla 
testeillä (OECD). Kirjolohi (Oncorhynchus mykiss) on 
standardoiduissa ekotoksisuustesteissä tyypillisesti 
käytetty korkeamman trofiatason mallilaji. Lääke-
jäämien kertymistä (engl. bioaccumulation) pyritään 
ennustamaan elävillä kaloilla kontrolloidun altistuk-
sen kokeilla, jotka ovat kuitenkin verrattain kalliita ja 
muiden eläinkokeiden tapaan eettisesti haasteellisia. 
Tästä syystä ekotoksisuusmääritykset tehdään usein 
vasta kliinisen lääkekehitysvaiheen lopussa eikä nii-
den tuloksella siten ole juurikaan vaikutusta uusien 
lääkeainekandidaattien kehitykseen. In vitro tutki-
musmenetelmien soveltaminen in vivo ympäristö-
vaikutusten ennustamiseen kaloilla on tällä hetkel-
lä vielä verrattain vähäistä, vaikka ne voisivat tarjo-
ta kustannustehokkaan työkalun esimerkiksi uusien 
lääkeainekandidaattien haittavaikutusten prelimi-
nääriseen seulontaan jo prekliinisessä vaiheessa tai 
markkinoilla jo olevien, mutta toistaiseksi testaamat-
tomien ihmislääkkeiden (noin 90 %) priorisoimiseksi 
ympäristöriskinarviointiin (Burns ym. 2018).

Tässä työssä tutkimme kirjolohen sytokromi P450 
(CYP) -metabolian inhiboitumista valikoiduilla anti-
mikrobisilla lääkeaineilla in vitro. CYP-entsyymijär-
jestelmä on keskeinen lääkeaineiden eliminaation 
kannalta paitsi ihmisessä (Zanger ja Schwab 2013), 
myös muissa taksonomisissa ryhmissä mukaan lu-
kien kaloissa (Uno ym. 2012, Nelson ym. 2013). Vaik-
ka monet antimikrobiset aineet eivät itsessään juu-
rikaan metaboloidu ihmisessä, ne ovat usein ver-
rattain potentteja CYP-entsyymien inhibiittoreita. 
Luonnonvesissä elävillä kaloilla CYP-metaboliaan 
kohdistuva yhteisvaikutusten riski on erityisen suu-
ri, sillä ne altistuvat yhtäaikaisesti ja kroonisesti lu-
kuisille eri lääkeaineille, mikä voi pahimmillaan joh-
taa CYP-järjestelmän inaktivoitumiseen ja edesauttaa 
lääkejäämien rikastumista kaloissa. 

AINEISTO JA MENETELMÄT
Materiaalit
Työssä käytettiin entsyymilähteena kaupallisia kir-
jolohen (Oncorhynchus mykiss) maksamikrosomeja, 
joista mitattiin 7-etoksiresorufiinin O-de-etylaation 
(EROD) ja 7-bentsyylioksi-4-trifluorimetyylikumarii-
nin O-debentsylaation (BFCOD) aktiivisuutta. Nämä 
mallireaktiot valittiin, koska niiden tiedetään korre-
loivan kirjolohen CYP1A- (EROD) ja CYP3A-entsyy-
mien (BFCOD) aktiivisuuksien kanssa (Hegelund ym. 
2004, Jönsson ym. 2006, Christen ym. 2010). CYP1A- 
ja CYP3A-entsyymit ovat kirjolohen maksassa eniten 
ekspressoituvat entsyymit (Hegelund ym. 2004, Bur-
kina ym. 2012). Työssä käytettyjen kemikaalien tiedot 
on eritelty Liitteessä 1. 

IC50-inhibitiovakion ja IC50-siirtymän määritys
Työssä tutkittiin seitsemän antimikrobisen lääke-
aineen (erytromysiini, klaritromysiini, klotrimat-
soli, ketokonatsoli, mikonatsoli, siprofloksasiini, ja 
sulfametoksatsoli) vaikutusta kirjolohen EROD- ja 
BFCOD-entsyymiaktiivisuuksiin Taulukossa 1 ku-
vatuissa olosuhteissa. Kutakin lääkeainetta (0,5-500 
μM) inkuboitiin ensin yksittäin yhdessä malliaineen 
(vakiopitoisuus) kanssa 100 μl:n tilavuudessa. Lääke-
aineiden aiheuttamalle CYP-inhibitiolle määritettiin 
niin sanottu IC50-inhibitiovakio (lääkeaineen pitoi-
suus, jossa puolet malliaktiivisuudesta estyy) käyttäen 
Graphpad Prism 8.2.1 -ohjelmiston epälineaarista so-
vitusta (y= 100 / ( 1+ x / IC50)) ilman painotuksia. Li-
säksi lääkeaineille määritettiin niin sanottu IC50-siir-
tymä, jonka avulla on mahdollista arvioida, aiheut-
taako lääkeaine ajasta riippuvaa inhibitiota (Berry ja 
Zhao 2008). IC50-siirtymän määrittämiseksi, lääkeai-

Mallireaktio

Malliaine

Kosubstraatti

Mikrosomit

Reaktioaika

Inkubointipuskuri

Lämpötila

Lopetusreagenssi

Kvantitoitava metaboliitti 

Fluoresenssidetektio (λ)

EROD

7-etoksiresorufiini (ER), 1 µM

NADPH 1 mM

0,5 mg proteiinia/ml

10 min

0,1 M kaliumfosfaatti 
(pH 8,0)/dimetyylisulfoksidi 
99,5:0,5

21±1 °C

0,5 M Tris-emäs/ asetonitriili

resorufiini

ex 570 nm / em 590 nm

BFCOD

7-bentsyylioksi-4-
trifluorimetyylikumariini (BFC), 
75 µM

NADPH 2 mM

0,5 mg proteiinia/ml

20 min

0,1 M kaliumfosfaatti 
(pH 8,0)/asetonitriili 98:2

21±1 °C

0,5 M Tris-emäs/ asetonitriili

7-hydroksi-4-
trifluorometyylikumariini, HFC

ex 419 nm / em 501 nm

Taulukko 1. IC50-vakioiden määrityksessä käytetyt, optimoidut olosuhteet kirjolohen maksamikrosomien 
EROD- ja BFCOD-aktiivisuuksien mittaamiseen in vitro.

neita esi-inkuboitiin yhdessä kosubstraatin (NADPH) 
kanssa 30 minuuttia ennen malliaineen lisäämistä. 
Menetelmän validointiin kirjolohen maksamikro-
someilla käytettiin yhdisteitä, joiden tiedetään aihe-
uttavan ajasta riippuvaa CYP-inhibitiota ihmisessä: 
furafylliini/CYP1A sekä verapamiili ja diltiatseemi/
CYP3A (Grimm ym. 2009). 

Ajasta riippuvan entsyymi-inhibition 
määritys lääkeaineseoksella
Lääkejäämien kumulatiivisten yhteisvaikutusten 
mallintamiseksi työssä tutkittiin myös lääkeainese-
osten vaikutusta EROD- ja BFCOD-malliaktiivisuuk-
siin. Tässä tapauksessa lääkeaineseoksia inkuboitiin 
yhdessä malliaineiden seoksen kanssa kolmen tun-
nin ajan optimoiduissa olosuhteissa (Taulukko 1), 
1 ml:n kokonaistilavuudessa. Reaktioseoksesta otet-
tiin 100 µl näyte 5, 10, 20, 30, 60, 90, 120 ja 180 mi-
nuutin inkuboinnin jälkeen ja näytteen EROD- ja 
BFCOD-aktiivisuutta verrattiin kontrolliin (ilman 
lääkeaineseosta). 

TULOKSET JA POHDINTA
Menetelmän kehitys ja validointi
Kirjolohen luonnollisen elinympäristön lämpötila 
vaihtelee välillä 10–24 °C ja pH välillä 6,5–8,0 (Raleigh 
ym. 1984, Froese ja Pauly 2019). Laboratoriolosuh-
teissa kirjolohen CYP-aktiivisuuksien in vitro tiede-
tään olevan verrattain alhaisia (Han ym. 2009). Tässä 
työssä inkubointiolosuhteet optimoitiin ennen IC50-
inhibitiovakioiden määritystä lämpötilan (10, 21 ja 
37°C), pH:n (7,4-8,0), reaktioajan (0-60 min) ja mikro-
somaalisen proteiinipitoisuuden (0,1-1,0 mg proteii-
nia/ml) osalta maksimaalisen entsyymiaktiivisuuden 
saavuttamiseksi. Kirjolohen CYP-aktiivisuuden ha-
vaittiin olevan korkeimmillaan huoneenlämpötilassa 
pH:ssa 8,0. Metaboliitin muodostuminen proteiini-
pitoisuudella 0,5 mg proteiinia/ml oli lineaarista 20 
min (EROD) tai 30 min (BFCOD) asti. Malliaineiden 
entsyymikineettiset parametrit (KM ja VMAX) määritet-
tiin optimoiduissa olosuhteissa (Taulukko 1), millä 
perusteella malliaineiden pitoisuus IC50-inhibitioko-
keissa säädettiin lähelle niiden KM-vakiota (etoksire-
sorufiini KM=0,8±0,3 μM, 7-bentsyylioksi-4-trifluoro-
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metyylikumariini KM=47,5±9,2 μM). Lisäksi IC50-siir-
tymää mittaavan menetelmän soveltuvuus kirjolohen 
CYP-inhibition tutkimiseen validoitiin furafylliinin 
(CYP1A-inhibiittori ihmisessä) sekä diltiatseemin ja 
verapamiilin (CYP3A-inhibiittoreita ihmisessä) avul-
la. IC50-siirtymä (engl. IC50 shift) on lääkeaineiden 
aiheuttaman, ajasta riippuvan inhibition (engl. time-
dependent inhibition, TDI) ennustamiseen käytetty 
in vitro menetelmä (Berry ja Zhao 2008), jossa lääke-
ainetta esi-inkuboidaan entsyymilähteen ja kosubst-
raatin (NADPH) kanssa ennen malliaineen lisäystä. 
Näin saatua IC50-vakiota verrataan kontrolliin ts. 
IC50-vakioon, joka määritetään siten, että esi-inku-
bointi tehdään ilman kosubstraattia. Näin pystytään 
havaitsemaan lääkeaineen metaboliatuotteiden ai-
kaansaama ajasta riippuva entsyymi-inhibitio, mikä 
on yksi tyypillinen mekanismi biologisesti merkittä-
vien lääke-lääke-yhteisvaikutusten taustalla (Grimm 
ym. 2009). Mikäli kaavalla (1) laskettu IC50-siirtymä 
on suurempi kuin 1,5 (raja-arvo), on syytä epäillä, että 
lääkeaine aiheuttaa ajasta riippuvan entsyymi-inhi-
bition (Berry ja Zhao 2008).

(1)

Validointiin käytetyistä yhdisteistä furafylliini 
(EROD) ja diltiatseemi (BFCOD) aiheuttivat ajasta 
riippuvan inhibition myös kalan maksamikrosomeis-
sa in vitro (Kuva 1), millä perusteella menetelmän to-

dettiin soveltuvan TDI:n ennustamiseen kirjolohessa 
in vitro. Lisäksi havaittiin, että yhdisteiden sitoutu-
minen kirjolohen ja ihmisen entsyymeihin poikkeaa 
toisistaan, sillä ihmisen CYP3A-entsyymin ajasta riip-
puva inhibiittori, verapamiili, ei kuitenkaan aiheutta-
nut ajasta riippuvaa inhibitiota kirjolohessa. 

 
Lääkeaineiden aiheuttama sytokromi 
P450 -inhibitio kirjolohessa in vitro
Antimikrobisten lääkeaineiden aiheuttama kirjolo-
hen maksamikrosomien EROD- ja BFCOD-aktiivi-
suuksien inhibitio in vitro määritettiin inkuboimalla 
tutkittavia lääkeaineita ensin yksittäin ja näin saatuja 
tuloksia verrattiin kirjallisuudessa ihmisen CYP-ent-
syymeille raportoituihin IC50-arvoihin (Taulukko 2). 
Sulfametoksatsolia lukuunottamatta kaikki tutkitut 
yhdisteet inhiboivat kirjolohessa joko EROD- tai 
BFCOD-aktiivisuuksia tai molempia. Klotrimatso-
lin, ketokonatsolin ja mikonatsolin sekä validointiyh-
disteenä käytetyn furafylliinin IC50-arvot olivat kirjo-
lohella selkeästi suurempia kuin ihmiselle kirjallisuu-
dessa raportoidut arvot. Siprofloksasiinin, klaritro-
mysiinin ja erytromysiinin sekä validointiyhdisteinä 
käytettyjen diltiatseemin ja verapamiilin IC50-arvot 
sen sijaan olivat samaa suuruusluokkaa sekä kirjolo-
hella että ihmisellä. 

Määritetyistä tuloksista voidaan havaita, että lää-
keaineiden aiheuttamia, kalan CYP-aktiivisuuteen 
in vitro kohdistuvia vaikutuksia ei välttämättä voida 
suoraan ennustaa ihmiskudoksessa mitatun aineis-
ton avulla, mutta lääkeaineiden taipumus inhiboida 
kirjolohen CYP-järjestelmää korreloi verrattain hyvin 

Kuva 1. A) Furafylliinin (EROD, IC50-siirtymä 5,2-8,2) ja B) diltiatseemin (BFCOD, IC50-siirtymä 1,4-1,53) 
ajasta riippuva entsyymi-inhibitio kirjolohen maksamikrosomeissa in vitro. Entsyymiaktiivisuudet 
inhibiittorien läsnä ollessa on normalisoitu malliaineiden aktiivisuuksiin ilman inhibiittoria: 
A) EROD 5,4±0,4 pmol/min/mg proteiinia ja B) BFCOD 134±7 pmol/min/mg proteiinia. 

Yhdiste

Furafylliini

Diltiatseemi

Verapamiili

Erytromysiini
(antibiootti)

Ketokonatsoli
(sienilääke)

Klaritromysiini
(antibiootti)

Klotrimatsoli
(sienilääke)

Mikonatsoli
(sienilääke)

Siprofloksasiini
(antibiootti)

Sulfa-
metoksatsoli 
(antibiootti)

Taulukko 2. Tutkittujen yhdisteiden aiheuttaman CYP-inhibition mitatut IC50-arvot sekä inhibition ajasta 
riippuva luonne IC50-siirtymän perusteella kirjolohen maksamikrosomeissa in vitro (tämä työ) sekä vastaa-
vat kirjallisuudesta kootut tiedot ihmisen maksamikrosomeissa in vitro. Symbolit (+) = lääkeaine inhiboi ko. 
CYP-välitteistä aktiivisuutta (-) = lääkeaine ei inhiboi ko. CYP-välitteistä aktiivisuutta. Taulukkoon on lisäksi 
kirjallisuuden avulla koottu lääkeaineille altistettujen kalojen in vivo lääkejäämäpitoisuuksia eri kudoksissa.

*Yhdisteiden LogKow-arvot koottu EPI Suite™-ohjelmistosta (Estimation Programs Interface Suite™ 2012, v 4.11, US Environmental Protection 
Agency). 
**Kirjolohen CYP1A (EROD) ja CYP3A (BFCOD) inhibitiot vakiot määritetty olettaen, että mallireaktiot ovat spesifisiä ko. entsyymeille ja 
inhibition ajasta riippuva luonne määritetty IC50-siirtymän avulla. *** Ihmisen CYP-entsyymien IC50-vakiot ja inhibition ajasta riippuvaa 
luonnetta koskevat tiedot koottu julkaisuista Eagling ym. 1998, Zhao ym. 1999, Yeo 2001, Wen ym. 2002, Niwa ym. 2005, Sakaeda 
ym. 2005, Karjalainen ym. 2008, Grimm ym. 2009, Burt ym. 2010, Quinney ym. 2010, Zimmerlin ym. 2011, FDA 2016, Godamudunage 
ym. 2018. nd = ei havaittu. n/a = ei saatavilla.

LogKOW*

3,06

2,79

4,80

2,48

4,45

3,18

6,26

6,25

1,24

0,48

Kirjolohi**

140 ± 45

78 ± 32

66 ± 32

nd

9,9 ± 3,4

110 ± 40

71 ± 37

54 ± 8,1

800 ± 320

nd

Ihminen***

0.48 ± 0.23 

n/a

n/a

n/a

60.0 ± 12.7 

n/a

n/a

2.9

220 ± 80

n/a

Kirjolohi**

170 ± 45

130 ± 23

31 ± 2

69 ± 21

1,7 ± 0,25

29 ± 6

1,2 ± 0,18

42 ± 12

830 ± 330

nd

Ihminen*** 

>100 

110-127

23-26

33 ± 6; 1,8

0,0117-1,2 

56 ± 5 

0,18

1,7 ± 0,1; 
0,0742

n/a

544 
(CYP2C9)

Kirjolohi**

(+) EROD
(-) BFCOD

(-) EROD
(+) BFCOD

(-) EROD
(-) BFCOD

(-) EROD 
(+) BFCOD 

(-) EROD
(-) BFCOD

(-) EROD
(-) BFCOD

(-) EROD
(-) BFCOD

(-) EROD
(-) BFCOD

(-) EROD 
(-) BFCOD

(-) EROD
(-) BFCOD

Ihminen***

(+) CYP1A2 

(+) CYP3A4

(+) CYP3A4 

(+) CYP3A4 

(-) CYP3A4 

(+) CYP3A4 

(-) CYP3A4

(-) CYP1A2
(-) CYP3A4 

(-) CYP1A2
 

(-) CYP2C9

Lääkejäämäpitoisuus 
kaloissa in vivo

Kudos (pitoisuus)

n/a

maksa (0,7 ng/g) (Ramirez ym. 
2009); munuaiset (9,7 ± 4,2 
µg/kg) (Steinbach ym. 2016)

munuaiset (~500 ng/g); 
maksa (~100 ng/g); kidukset 
(~100 ng/g) (Nallani ym. 2016)

plasma (0,22-0,79 ng/g) (Muir 
ym. 2017)

maksa (40-60 ng/g), lihakset 
(20-25 ng/g), aivot (10-15 
ng/g) (Liu ym. 2016)

n/a

maksa (1140±700 ng/g), 
munuaiset (110±40 ng/g) 
(Burkina ym. 2016)

n/a

maksa (~50 µg/l), sappi, 100 
µg/l (Chen ym. 2018)

lihas (50µg/kg) 
(Chen ym. 2018)
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(UBA 2020). Muutamat tässä työssä tutkituista anti-
mikrobisista lääkeaineista (mikonatsoli, klotrimatso-
li, siprofloksasiini ja sulfametoksatsoli) on nostettu 
vuonna 2020 myös EU:n vesiympäristölle vaarallisia 
ja haitallisia aineita koskevalle WATCH-tarkkailulis-
talle (Euroopan komissio 2020). Kuvasta 2A voidaan 
havaita, että määritetyt IC50-pitoisuudet olivat ym-
päristöpitoisuuksiin verrattuna keskimäärin monta 
kertaluokkaa suuremmat. Tällä perusteella tutkitut 
lääkeaineet eivät todennäköisesti yksinään aiheuta 
biologisesti merkittävää CYP-inhibitiota luonnonve-
sistä mitatuilla pitoisuuksilla. Ympäristöpitoisuudet 
kuitenkin vaihtelevat paikallisesti hyvin paljon, sillä 
lääkejäämien määrään vaikuttaa esimerkiksi alueella 
käytetyt jätevedenpuhdistusmenetelmät sekä käytet-
tyjen lääkkeiden kirjo (määrät ja antotavat). Esimer-
kiksi kehittyvissä maissa antimikrobijäämät voivat 
paikallisesti nousta hyvinkin korkeiksi (Kairigo ym. 
2020a, Kairigo ym. 2020b). Toisaalta pääasiassa to-
pikaalisesti käytettyjen lääkeaineiden (ketokonatso-
li, klotrimatsoli, mikonatsoli) humaani metabolia on 
usein merkityksetön ja näiden pitoisuudet siksi usein 
korkeampia kuin oraalisesti käytettyjen lääkeaineiden. 
Lisäksi eläinlääkinnällä (esim. sulfametoksatsoli) tai 
lääkkeiden teollisen tuotannon päästöillä (erityises-
ti Aasiassa) (Larsson 2014) voi olla paikallisesti suuri 
vaikutus antimikrobiaineiden ympäristöpitoisuuk-
siin. Esimerkiksi Intiassa muun muassa siprofloksa-
siinia on esiintynyt huomattavan suurilla pitoisuuksil-
la (6,5 mg/l, Aus der Beek ym. 2016), jotka lähentelevät 
tässä työssä mitattuja inhibitorisia (CYP) pitoisuuksia. 

Vaikka kemikaalijäämien (ml. lääkeaineet) seos-
vaikutukset ovat keskeisiä todellisten ympäristövai-
kutusten ymmärtämisen kannalta, on niitä yleises-
ti ottaen tutkittu vain vähän (Boxall ym. 2012, Vas-
quez ym. 2014). Esimerkiksi ympäristötoksikologiassa 
lääkeaineiden seosvaikutuksia tutkitaan useimmiten 
vain kahden yhdisteen seoksilla (Vasquez ym. 2014). 
Myös CYP-järjestelmään kohdistuvat lääkeainejäämi-
en yhteisvaikutukset voivat olla merkittäviä jo hyvin-
kin alhaisilla ympäristöpitoisuuksillakin. Esimerkiksi 
erytromysiinin on havaittu kertyvän kalan sappeen 
in vivo ympäristöpitoisuuksilla yhteisaltistuksessa ke-
tokonatsolin kanssa, mikä heikentää erytromysiinin 
metabolista ominaispuhdistumaa (Liu ym. 2017). Ke-
tokonatsolin on myös havaittu lisäävän estrogeeni-
altistusta kirjolohissa vähentäen hormonitoiminnan 
häiriöitä aiheuttavien kemikaalien eliminaatiota ka-
loissa (Hasselberg ym. 2008). Vastaavasti myös mi-
konatsolilla ja klotrimatsolilla on seoksissa havaittu 
additiivista EROD-aktiivisuuden inhibitiota kirjolo-

hen kiduksissa ex vivo (Beijer ym. 2018). Tässä työssä 
antimikrobiaineiden yhteisvaikutuksia EROD- ja BF-
COD-aktiivisuuksiin tutkittiin inkuboimalla lääkeai-
neita seoksena niiden influenttipitoisuuksilla (kes-
kiarvo jätevedenpuhdistamoilla UBA-tietokannas-
ta) kirjolohen maksamikrosomeissa yhteensä kolmen 
tunnin ajan. Myös validointiyhdisteinä käytetyt vera-
pamiili ja diltiatseemi sisällytettiin seokseen, mutta ei 
furafylliiniä, joka ei ole lääkkeellisessä käytössä ja jolla 
siksi ei ole ympäristörelevanssia. Kuvasta 2B havai-
taan, että lääkeaineiden seoksen yhteisvaikutukset 
tulevat esiin myös huomattavasti IC50-pitoisuutta 
pienemmillä pitoisuuksilla, erityisesti BFCOD-aktii-
visuuden osalta, jonka inhibitio on kolmen tunnin in 
vitro kokeen perusteella palautumaton. Tämä tulos 
on linjassa yksittäisillä lääkeaineilla tehtyjen inhibi-
tiotutkimusten kanssa, sillä seos sisältää kaksi ajasta 
riippuvan BFCOD-inhibition aikaansaavaa yhdistet-
tä (diltiatseemi ja erytromysiini). Sen sijaan EROD-
aktiivisuuteen kohdistuva inhibitio on seoksen kaik-
kien yhdisteiden osalta ajasta riippumaton ja myös 
seoksen EROD-aktiivisuuteen kohdistuva inhibitio 
huomattavasti vähäisempää (Kuva 2B). EROD-aktii-
visuus myös palautuu kontrollin tasolle pian. 

Tämän tutkimuksen perusteella voidaan todeta, 
että CYP-järjestelmän inhibitiota aiheuttavien lääke-
aineiden seos estää entsyymiaktiivisuutta in vitro jo 
huomattavasti alhaisemmilla pitoisuuksilla kuin mi-
kään tutkituista yhdisteistä yksinään. Vastaava seos-
vaikutus voi teoriassa lisätä saman entsyymin kautta 
eliminoituvien yhdisteiden bioakkumulaatiota kalas-
sa in vivo, erityisesti silloin, kun mukana on ajasta 
riippuvan entsyymi-inhibition aiheuttavia yhdisteitä. 
Jotta CYP-järjestelmään kohdistuvan ajasta riippuvan 
inhibition biologista merkittävyyttä ja todellisia ym-
päristövaikutuksia luonnonvesissä elävissä kaloissa 
olisi mahdollista arvioida, tulisi seosvaikutuksia kui-
tenkin selvittää usealla eri ympäristöpitoisuustasoilla 
ja ajasta riippuvan inhibition luonnetta (pysyvä/pa-
lautuva) tutkia tarkemmin. CYP-järjestelmään koh-
distuvien yhteisvaikutusten biologinen merkittävyys 
on aiemmin osoitettu muun muassa altistamalla ka-
lan alkioita CYP1A-inhibiittoreille, minkä havaittiin 
lisäävän muun muassa polyaromaattisten hiilivetyjen 
toksisuutta ja epämuodostumia syntyneissä kaloissa 
(Wassenberg ja DiGiulio 2004). 

JOHTOPÄÄTÖKSET
Lääkeainejäämien aiheuttamien ympäristövaikutus-
ten ennustaminen on vaikeaa ja perustuu pääasias-
sa työläisiin ja eettisesti haasteellisiin eläinkokeisiin. 

kirjallisuudessa raportoituihin kyseessä olevien lää-
kejäämien kertymiseen kalan kudoksiin. Tässä työssä 
testatuista lääkeaineista erytromysiini (mikrobilää-
ke) ja diltiatseemi (validointiyhdiste, kalsiumkana-
vansalpaaja) aiheuttivat ajasta riippuvan inhibition 
kirjolohen BFCOD-aktiivisuuteen in vitro. Näitä yh-
disteitä on määritetty ja havaittu säännöllisesti sekä 
vesiympäristössä että luonnonvesissä elävissä kalois-
sa (Ramirez ym. 2009, Muir ym. 2017), mikä voi ol-
la yksi selittävä tekijä myös muiden, samoissa tutki-
muksissa seurattujen lääkeaineiden biokertymiseen 
kaloissa (mikäli näiden eliminaatio tapahtuu pääasi-
assa CYP3A-entsyymien välityksellä). Muissa kalala-
jeissa esimerkiksi sitalopraamin ja sertraliinin tiede-
tään metaboloituvan in vitro (Cyprinus carpio, Burki-
na ym. 2020), ja amitriptyliinin in vivo (Sparus aurata, 
Ziarrusta ym. 2017), mutta silti niiden on havaittu 
kertyvän eläviin kaloihin, kun kalat ovat altistuneet 
yhtäaikaisesti myös erytromysiinille tai diltiatseemil-
le (Ramirez ym. 2009, Muir ym. 2017). Tämän tarkas-
telun valossa voidaan tehdä hypoteesi, että CYP-jär-
jestelmään kohdistuva ajasta riippuva inhibitiovai-
kutus voi olla yksi selittävä tekijä kaloissa havaitulle 
lääkejäämien bioakkumulaatiolle, lääkeaineen kor-

kean rasvaliukoisuuden ja huonon ominaispuhdis-
tuman (esim. sulfametoksatsoli, Connors ym. 2013, 
Chen ym. 2018) ohella. 

Lääkejäämien sytokromi P450 -järjestelmään 
kohdistuvat yhteisvaikutukset
kirjolohessa in vitro
Antimikrobisia lääkeaineita on havaittu ympäristös-
sä kaikissa maanosissa (Aus der Beek ym. 2016). Täs-
sä työssä tutkittujen antimikrobisten lääkeaineiden 
aiheuttama inhibitio kohdistuu ihmisessä pääasias-
sa CYP3A4-entsyymiin, mutta kirjolohessa useimmat 
yhdisteistä inhiboivat sekä EROD- että BFCOD-aktii-
visuuksia, mikä antaa viitteitä siitä, että työssä tutkit-
tujen lääkeaineiden inhibitio kirjolohessa olisi luon-
teeltaan epäspesifisempi kuin ihmisessä. Altistuksen 
kroonisen luonteen vuoksi tämä voi johtaa biologi-
sesti merkittävään metabolisen ominaispuhdistuman 
laskuun luonnonvesissä elävissä kaloissa. Kuvassa 2A 
on verrattu tässä työssä määritettyjä antimikrobisten 
lääkeaineiden IC50-pitoisuuksia UBA-tietokannasta 
koottuihin kyseessä olevien lääkeaineiden keskiarvoi-
siin jätevedenpuhdistamoilta (influentti ja effluentti) 
sekä pintavesistä mitattuihin ympäristöpitoisuuksiin 

Kuva 2. A) Antimikrobisten lääkeaineiden EROD- ja BFCOD-malliaktiivisuuksia inhiboivat IC50-pitoisuudet 
verrattuna ko. lääkejäämien UBA-tietokannassa raportoituihin keskiarvopitoisuuksiin jätevedenpuhdista-
mojen (engl. wastewater treatment plant, WWTP) influentissa ja effluentissa sekä pintavesistä otetuissa 
ympäristönäytteissä (engl. measured environmental concentration, MEC). B) Lääkeaineseoksen ajasta 
riippuva vaikutus EROD- ja BFCOD-aktiivisuuksiin kirjolohen maksamikrosomeissa in vitro. Lääkeaineet 
lisättiin seokseen niiden keskiarvoista influenttipitoisuutta vastaavan pitoisuuteen: diltiatseemi 0,58 μg/l, 
erytromysiini 0,20 μg/l, ketokonatsoli 52 μg/l, klaritromysiini 0,22 μg/l, klotrimatsoli 0,0089 μg/l, miko-
natsoli 3,4 μg/l, siprofloksasiini 3,6 μg/l, sulfametoksatsoli 229 μg/l ja verapamiili 0,13 μg/l. Entsyymiak-
tiivisuudet on suhteutettu mallireaktion (EROD, BFCOD) aktiivisuuteen ilman inhibiittoreita. Entsyymiak-
tiivisuuden määrittämiseksi lääkeaineseosta inkuboitiin 180 min 1 ml:n tilavuudessa ja siitä otettiin näyte 
kuvassa esitetyissä aikapisteissä.
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Lääkeaineiden CYP-välitteinen metabolia ja siihen 
kohdistuvat yhteisvaikutukset ovat keskeisessä roo-
lissa vierasaineiden eliminaation kannalta ja voivat 
edesauttaa lääkejäämien bioakkumulaatiota kalois-
sa. Tässä työssä selvitettiin, voisiko prekliinisessä in 
vitro lääkekehityksessä humaani riski/hyöty-suhteen 
arvioinnissa rutiinisti käytetyt in vitro -menetelmät, 
kuten IC50-inhibitiovakion ja IC50-siirtymän mää-
ritys, soveltua myös kaloihin kohdistuvien ympäris-
tövaikutusten preliminääriseen arviointiin ja in vivo 
vaikutusten ennustamiseen. Työssä havaittiin, että 
kaikki tutkitut lääkeaineet, sulfametoksatsolia lu-
kuunottamatta, inhiboivat joko EROD- tai BFCOD-
malliaktiivisuuksia tai molempia, kirjolohen maksa-
mikrosomeissa in vitro. CYP-inhibition selektiivisyy-
dessä ja aikariippuvuudessa havaittiin kuitenkin eroja 
ihmisen ja kirjolohen välillä, mistä syystä suora ris-
tiinluku prekliinisessä lääkekehityksessä käytettyjen 
lajien välillä ei todennäköisesti ole mahdollista ym-
päristövaikutusten ennustamisen osalta. Esimerkik-
si tunnetuista ihmisen CYP-entsyymien ajasta riip-
puvista inhibiittoreista diltiatseemi, erytromysiini 
ja furafylliini aiheuttivat ajasta riippuvan inhibiti-
on (IC50-siirtymän) myös kirjolohen maksamikro-
someissa in vitro, mutta verapamiili ja klaritromysiini 
eivät. Yksittäin tutkittuna tässä työssä käytettyjen yh-
disteiden IC50-pitoisuudet kirjolohessa olivat monta 
kertaluokkaa suuremmat kuin ko. lääkeaineiden kes-
kiarvoiset ympäristöpitoisuudet, mutta seoskokeis-
sa CYP-järjestelmään kohdistuva inhibitio tuli esiin 
jo huomattavasti alhaisemmalla, jätevedenpuhdista-
mojen keskiarvoista influenttipitoisuutta vastaavalla 
tasolla. In vitro kokeen perusteella seoksen BFCOD-
aktiivisuuteen kohdistuva inhibitiovaikutus oli pa-
lautumaton ja voimakkaampi kuin vastaavan seok-
sen vaikutus EROD-aktiivisuuteen, mikä voi selittyä 
sillä, että diltiatseemin ja erytromysiinin ajasta riip-
puva inhibitio kohdistui nimenomaan BFCOD-aktii-
visuuteen. Seoskokeista saatujen tulosten perusteella 
IC50-siirtymän määrittäminen jo yksittäisillä aineilla 
voi jossain määrin ennustaa CYP-järjestelmään koh-
distuvia, bioakkumulaatiota lisääviä yhteisvaikutuk-
sia kalan maksamikrosomeilla in vitro. 

Tällä hetkellä lääkeaineiden metaboliaa ei erikseen 
arvioida testieliöillä ympäristöriskinarvioinnin yhte-
ydessä (esimerkiksi Euroopan lääkeviraston ohjeistus 
EMEA/CHMP/SWP/4447/00 corr 2), mutta valikoitu-
jen lajien, kuten ekotoksisuustesteissä yleisesti käy-
tetyn kirjolohen, metabolian selvittäminen jo varhai-
sessa prekliinisessä in vitro tutkimusvaiheessa voisi 
tarjota kustannustehokkaan työkalun uusien lääke-

ainekandidaattien preliminääriseen ympäristövaiku-
tusten arviointiin ja seosvaikutusten mallintamiseen.
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Introduction: Significant concentrations of pharma-
ceutical residues are found in the aquatic environ-
ment. These result from human and veterinary use, 
incorrect disposal of unused medicines, and manu-
facturing. Pharmaceuticals uptake in non-target spe-
cies can cause both acute toxicity, and other long-
term effects in aquatic organisms, for example. The 
ecotoxicity risks are being evaluated with the help of 
standardized tests (OECD) in fish, among other spe-
cies, with rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) as a 
typical model organism. Residues of human pharma-
ceuticals have also been measured in wild fish. Cy-
tochrome P450 (CYP) enzyme family has a critical 
role in bioaccumulation of pharmaceutical residues 
in fish as it mediates majority of the xenobiotic me-
tabolism. As the fish are chronically and simultane-
ously exposed to multiple pharmaceuticals, inhibi-
tion of the CYP mediated metabolic clearance by one 
another is a particular risk.

Materials and methods: In this study, the effect of 
seven antimicrobials (ciprofloxacin, clarithromycin, 
clotrimazole, erythromycin, ketoconazole, micona-
zole, and sulfamethoxazole) on fish ethoxyresoru-
fin-O-deethylase (EROD) and benzyloxy-4-trifluo-
romethylcoumarin-O-debenzyloxylase (BFCOD) ac-
tivity was studied in vitro. These model reactions are 
known to correlate well with the CYP1A and CYP3A 
activities in fish. The initial enzyme activity, and the 
half maximal inhibitory constant (IC50) of the select-
ed pharmaceuticals was measured by fluorescence 
with the help of the model reactions in rainbow trout 
liver microsomes. The apparent IC50 concentration 
was defined for each pharmaceutical and these were 
compared to corresponding constants in human and 
to the pharmaceuticals concentrations measured at 
the wastewater treatment plants and in the environ-
ment. In addition, we determined the IC50 shift for 
each compound to enable examination of the time-
dependent nature of the inhibition. The method was 
validated with the help of three known time-depend-
ent human CYP inhibitors (diltiazem, furafylline, and 
verapamil). 

Results and discussion: All tested antimicrobi-
als, except sulfamethoxazole, inhibited EROD and/
or BFCOD activities in rainbow trout liver micro-
somes in vitro. The IC50 concentrations of clotri-
mazole, furafylline, ketoconazole, and miconazole 
were considerably higher in fish than in human. The 
IC50 concentrations of ciprofloxacin, clarithromycin, 
erythromycin, diltiazem, and verapamil were some-
what similar to those in human. Time-dependent 
enzyme inhibition in fish was exhibited by erythro-
mycin, as well as by diltiazem and furafylline used 
as the method validation compounds. Compared to 
the environmental concentrations, the IC50 concen-
tration were many orders of magnitude greater than 
the measured environmental concentrations on the 
average. However, as a mixture, the selected pharma-
ceuticals resulted in additive BFCOD inhibition even 
at much lower concentrations, which would deserve 
further examination to be able to predict the biologi-
cal relevance of the finding.

Keywords: Drug metabolism, cytochrome P450, 
enzyme inhibition, bioaccumulation, environmental 
risk assessment
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Liite 1. Tutkimuksessa käytettyjen kemikaalien tiedot.

Kemikaali

7-bentsyylioksi-4-trifluorimetyylikumariini

7-hydroksi-4-trifluorimetyylikumariini

7-etoksiresorufiini

Resorufiini

β-nikotiiniamidi-adeniinidinukleotidi-2′-fosfaatti 
(pelkistetty tetranatrium-hydraattisuola) 

Dikaliumvetyfosfaatti (K₂HPO₄)

Kaliumdivetyfosfaatti (KH₂PO₄)

Diltiatseemi (hydrokloridisuola)

Erytromysiini

Furafylliini

Ketokonatsoli

Klaritromysiini

Klotrimatsoli

Mikonatsoli (nitraattisuola)

Siprofloksasiini

Sulfametoksatsoli

Verapamiili (hydrokloridisuola)

Asetoni

Asetonitriili

Ionivaihdettu Milli-Q-vesi

Dimetyylisulfoksidi

Kloorivetyhappo

Metanoli

Trishydroksi-metyyliaminometaani (Trizma)

Toimittaja

Apollo Scientific Ltd, Stockport, UK

Toronto Research Chemicals, 
North York, ON

Toronto Research Chemicals, 
North York, ON

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Amresco, Solon, OH

Riedel-de-Haën, Seelze, Germany

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Aldrich Chemical Co, Milwaukee, WI

Riedel-de-Haën, Seelze, Germany

Riedel-de-Haën, Seelze, Germany

Millipore, Molsheim, France

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Riedel-de-Haën, Seelze, Germany

Riedel-de-Haën, Seelze, Germany

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Käyttötarkoitus

CYP3A-substraatti

metaboliitti

CYP1A-substraatti

metaboliitti

kosubstraatti

puskuriliuoksen suola 

puskuriliuoksen suola

lääkeaine

lääkeaine

lääkeaine

lääkeaine

lääkeaine

lääkeaine

lääkeaine

lääkeaine

lääkeaine

lääkeaine

liuotin

liuotin, lopetusreagenssi

liuotin

liuotin

liuotin

liuotin

lopetusreagenssi


