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KATSAUS | Tuula Heinonen ja Hanna Tihti

Eldinkokeeton toksikologia kemikaalien
turvallisuustestauksessa

Kemikaalien turvallisuutta ihnmiselle pyritaan pa-
rantamaan in vitro -tutkimusmenetelmilla, jois-
sa kaytetdan koe-eldinten asemesta tai niiden
rinnalla ihmisen solu- ja kudosmalleja. Uutta
testaustapaa (AOP) hyodynnettdessa kemikaa-
lin haitta arvioidaan vaikutusreitin eri kohdis-
sa. In vitro -testit ovat nopeita ja tehokkaita, ja
niihin voidaan soveltaa automaatiota. Testaus-
tavan muutosta ajavat kaikki intressitahot:
tiedemaailma, viranomaiset ja eldinsuojelijat.
Uusien menetelmien syntymistd ovat nopeutta-
neet EU-lainsaddannon eldinkokeille ja eldinten
kaytolle asettamat rajoitteet, yleinen eettinen
mielipideilmasto ja teollisuuden tehokkuusvaa-
timukset. Tavoitteena on ennen kaikkea kemi-
kaalien turvallisuustestauksen ennustavuuden
parantaminen ihmisbiologiaan perustuvilla testi-
menetelmilla. Kemikaaliturvallisuuden arviointi
ihmissolujen kayttoon pohjautuvissa tutkimus-
malleissa onkin nykytoksikologiassa keskeinen
periaate.

Kemikaalien turvallisuustutkimuksessa, laike-
tutkimuksessa ja laadunvalvonnassa on taval-
lisesti kiytetty eldinkokeita. Viime vuosina
on pyritty 16ytaiméan eldinkokeettomia ja pa-
remmin ihmisvaikutuksia kuvaavia tutkimus-
malleja useasta eri syystd. Niitd ovat EU:n
koe-eldinten kayttoon liittyvin lainsdddiannon
asettamat velvoitteet, kosmetiikan ja kemikaa-
lien turvallisuutta sditelevien lakien asettamat
rajoitteet sekd eldintestien heikko saatavuus
ja niiden puutteellinen luotettavuus ihmiselle
koituvien riskien arvioinnissa. Kemikaalien
turvallisuuden lisiamiseksi on vuonna 2007

1686 tullut voimaan uusi laki (REACH), joka vel-

Duodecim 2013;129:1686-94

voittaa tutkimaan suuren méirin teollisuus-
kemikaaleja vuoteen 2018 mennessi (EC
2006). On arvioitu, ettd markkinoilla olevista
teollisuuskemikaaleista ldhes 90 %:sta on riit-
tamattomasti turvallisuustietoa.

Myos ladkekehitystd ja lidkkeiden turval-
lisuutta halutaan parantaa luomalla uusia ih-
missolujen ja kudosten kiyttoon perustuvia
testausmalleja. Eldinkokeet ennustavat haital-
lisia vaikutuksia ihmisessé arviolta vain 5-25
%:n varmuudella (Heywood 1990). Syy epi-
onnistumisiin markkinointivaiheessa ja ladk-
keen vetimiseen pois markkinoilta on yleensi
valmisteen eldintoksikologisessa tutkimukses-
sa, jossa haittaa ei ole havaittu (Schoonen ym.
2011). Lidkkeen kehittimisvaiheessa keskeyt-
timisen syitd ovat olleet lidkkeen heikko teho
(51 %), toksisuus (19 %), farmakokinetiikka,
biologinen saatavuus (1 %) seki strategiset te-
kijit (29 %) (Arrowsmith 2011).

Edistysaskeleet soluviljelyssd ja kudostek-
nologiassa ovat mahdollistaneet uusien ihmis-
solupohjaisten tutkimusmenetelmien kehitta-
misen. Tahin ovat vaikuttaneet my6s ihmisen
kudosten ja solujen saatavuuden lisddntymi-
nen ja kantasolutekniikoiden parantuminen.
Suomessa tulee 1.9.2013 voimaan ihmisperéi-
sen materijaalin kiytto4 ja tallentamista siite-

levi biopankkilaki.

Koe-elainlainsaadannon
vaikutukset

Maailmassa kiytetdan vuosittain noin 110-
130 miljoonaa koe-eldinti (Taylor ym. 2008).
Euroopassa vuosittainen kiytté oli 2005 hie-
man yli 12 miljoonaa eldintd. Tastd maarastd
biologiseen perustutkimukseen Kkiytettiin
noin 33 %, lidketieteelliseen ja eldinlddketie-



teelliseen tutkimukseen sekid kehittimiseen
31 %, laiketieteellisten tuotteiden laadunval-
vontaan ja kehittimiseen arviolta 15 %, kemi-
kaalien turvallisuustutkimukseen noin 8 % ja
loput erilaisiin pienempiin alueisiin (Liebsch
ym. 2011).

Hiljattain uudistettu EU:n koe-eldindirek-
tiivi (2010) painottaa niin sanottujen 3R-
periaatteiden huomioon ottamista. Niiden
mukaan koe-eldinten kiyttod pitdd vihentdd ja
korvata sekd lisdksi koe-eldinten hyvinvointia
tulee lisdtd. Direktiivin tavoitteena on luopu-
minen eldvien eldinten kdytosti tieteellises-
sd tutkimuksessa ja opetuksessa. Direktiivi
on sisillytettavd kansalliseen lainsdadant6on
EU:n jisenmaissa vuoden 2013 alusta lihtien.
Aivan uutena asiana direktiivi edellyttdi, ettd
jisenmaat ottavat osaa vaihtoehtoisten mene-
telmien kehittdmiseen ja validointiin seka niitd
koskevan tiedon jakamiseen tutkijoille.

Jasenmaiden pitdd my6s nimetd kansalli-
nen yhteyshenkild, joka edistdd ja koordinoi
uusien menetelmien arviointiprosessia. Eri
maiden yhteyshenkil6t muodostavat niin sa-
notun PARERE-verkoston, joka vie eteenpdin
kansainvilistd yhteistyota vaihtoehtoisten me-
netelmien kehittimisessd. Suomen PARERE-
henkiloksi on nimitetty dosentti Tuula Hei-
nonen (toinen timin artikkelin kirjoittajista),
joka toimii Tampereen yliopiston lidketieteen
yksikk66n vuonna 2008 perustetun FICAM:n
(Finnish Centre for Alternative Methods)
johtajana. FICAM kehittdd ja validoi ihmisen
solu- ja kudosmalleja, toimii asiantuntijana ja
tekee yhteistyotd EU:n tutkimuskeskuksen,
(EURL ECVAM, European Union Reference
Laboratory for Alternatives to Animal
Testing) kanssa.

Kemikaalilain ja kosmetiikkalain
vaikutukset

Kemikaalilaki REACH (Registration, Evalu-
ation, Authorisation and Restriction of
Chemicals) vaatii, ettd kaikkien markkinoilla
olevien kemikaalien turvallisuus on arvioitava
vuoteen 2018 mennessi. Koska lihes 90 %:sta
markkinoilla olevista arviolta 100000:sta di-
rektiivin piiriin kuuluvasta kemikaalista on
riittimattomasti tietoa, koe-eldinten kiyton
on arvioitu lisddntyvin huomattavasti lakiin
sisiltyvien tietovaatimusten takia. Aluksi tur-
vallisuuden testaamiseen arveltiin tarvittavan
2,6 miljoonaa koe-eldinti ja 1,6 miljardia eu-
roa (van der Jagt ym. 2004). Myohemmin las-
kelman mukaan tarve olisi 54 miljoonaa koe-
eldintd ja kustannukset olisivat kuusinkertaiset
alkuperiiseen arvioon verrattuna (Hartung ja
Rovida 2009). REACH-kemikaalilaki edel-
lyttdd, ettd vaihtoehtoista menetelmai kiyte-
tddn aina kun se on mahdollista ja ettd uusia
elainkokeita saa tehda vain kemikaaliviraston
(ECHA) luvalla. Tuloksen tulee kuitenkin olla
vihintddn yhti luotettava kuin eldinkokeen tu-
los. REACH kannustaa my6s hyodyntimain
olemassa olevaa tietoa, kidyttimadn in silico
-menetelmii (tietokonemallintamista, raken-
ne-aktiivisuustutkimusta) ja in vitro -mene-
telmid. Testausvaatimusten laajuus on sidottu
kemikaalin vuosittaiseen tuotanto- tai tuonti-
mairian (tonniluokkaan).
Kosmetiikkadirektiivi (76/768/EEC) ja
sen jatkosiidds (EC 1223/2009) ovat aset-
taneet tarkat aikarajat, joiden jilkeen EU:n
alueella ei voi markkinoida sellaista tuotetta,
jossa lopputuotteen tai sen komponenttien
testauksessa on kiytetty eliinkokeita (Adler
ym. 2011). Eldinkokeilla testattujen kosme-
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tiikan lopputuotteiden markkinointi on ollut
kiellettyd vuodesta 2004 lihtien. Kosmetiik-
katuotteen komponenttien tutkimiselle on
asetettu kaksi aikarajaa testauksen luonteen
mukaan. Akuutteja ja paikallisia vaikutuksia
(akuutit vaikutukset, ihosydvyttivyys, iho-
drsyttivyys ja silmi-drsyttivyys) koskeva
eldinkoekielto astui voimaan vuonna 2009.
Tdydellinen markkinointikielto tuli voimaan
11.3.2013, ja se koskee uusia tuotteita, joiden
testauksessa kiytetddn eldinkokeita. Tamain
aikarajan jalkeen eldintestejd ei voi kdyttdd
my6skddn toistuvan altistuksen ja pitkikes-
toisten vaikutusten (krooninen toksisuus,
syopavaarallisuus, ihoherkistavyys, lisdanty-
mistoksisuus) testaukseen. Ongelmana on,
ettd korvaavat menetelmit eivit ole liheskdian
valmiina (Adler ym. 2011).

In vitro -menetelmat ja uusi
testausstrategia

Vasta parin viime vuosikymmenen ajan on
pyritty jarjestelmallisesti kehittimain eldin-
kokeettomia testausmenetelmii ja strategioita
toksikologiseen turvallisuustutkimukseen. In
vitro -menetelmissa kiytetdan solulinjoja, kan-
tasoluista erilaistettuja soluja ja primaarisolu-
viljelmid, eri solutyyppien yhteisviljelmii seka
kudos- ja elinmalleja. In silico -tutkimuksissa
on kiytossd useita erilaisia tietokoneohjel-

mia, joilla voidaan maarittdd tietyn molekyy-
lin kulkeutuminen elimistossa, kun tiedetian
sen kineettiset ominaisuudet (rasvaliukoisuus,
molekyylikoko jne.). QSAR-analyysi (quan-
titative structure activity research) on usein
ensimmaiinen tutkimusvaihe, kun selvitetiin
aineen haitallisuutta. Kemikaalin kiyttotar-
koituksen mukaan suositellaan tai edellyte-
tadn kiytettaviksi portaittaista testausta. Siind
QSAR-analyysii seuraa in vitro -tutkimusvai-
he ja sen jilkeen mahdollisesti eldinkoe edel-
listen vaiheiden tuloksen varmistamiseksi.
Uusi testausstrategia edellyttia ihmisen
biologiaa mallintavien kudos- ja elinmallien
sekd portaittaisen testauksen kayttod. Tok-
sisuuden arviointi pohjautuu muutoksiin
solutasolla kriittisissd haittavaikutusreiteis-
si (adverse outcome pathway, AOP) (NRC
2007, Hartung 2009 ja 2010, OECD 2011 ja
2012). Tietty toksikologinen vaikutus saattaa
syntyd monien eri reittien kautta, joissa puo-
lestaan voi olla useita vaikutuskohtia (kuva 1).
Sen vuoksi tarvitaan useita testejd kuvaamaan
koko tapahtumasarja solu-, kudos- ja elintasol-
la (Ankley ym. 2010). Kun yhdistetiin tiedot
eri testeistd, saadaan selville koko elimistoon
kohdistuvat vaikutukset. Heikkoutena eldin-
kokeeseen verrattuna on moduulimainen li-
hestymistapa, joka vaikeuttaa eri elinten vuo-
rovaikutusten arviointia. Vahvuutena on ihmi-
sen biologiaa mallintavien testien kaytto. Li-
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KUVA 1. Kaavio haittavaikutusreiteista (AOP, adverse outcome pathway). Haittavaikutus alkaa molekyylitason
reaktiosta, jossa toksinen kemikaali sitoutuu biologiseen makromolekyyliin. Tasta seuraa tapahtumasarja,
joka johtaa haitallisiin muutoksiin kudos-, elin- ja eliotasolla. Kolme ensimmaista vaihetta maaraavat toksisen
vaikutuksen reitin. (Kaavio: Tarja Toimela, FICAM, Ankleyn ym. 2010 ja OECD:n 2011 mukaan).
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KUVA 2. Testin kehittaminen ja sen tie OECD:n ohjeistoihin. Menetelman keksimisesta ja optimoinnista saat-
taa kulua kymmenen vuotta ennen kuin menetelmé paatyy ohjeistoihin. Validointivaiheet seka erityisesti
asiantuntija-arviointi ja hyvaksymisvaihe ovat hitaita, ja viimeksi mainittuja onkin pyritty nopeuttamaan.

siksi voidaan rakentaa malleja, joissa otetaan
huomioon geneettiset vaihtelut (esim. maksan
entsyymien aktiivisuus) tai eri sairauksien ai-
heuttamat muutokset kohdekudoksessa (esim.
tautimallien rakentaminen).

Testin hyviksyminen ohjeistoihin on usein
pitkd prosessi. Testin keksimisti (julkaise-
mista) seuraa perusteellinen tutkimusvaihe,
jossa menetelmai kehitetddn ja optimoidaan
(kuva 2). Sen jilkeen testi validoidaan toisis-
taan riippumattomissa laboratorioissa kaytta-
en tarkalleen samoja olosuhteita, testiaineita
ja testaussuunnitelmia. Testin tulee pystyd en-
nustamaan haluttua vaikutusta riittivin hyvin
ja sen on oltava luotettava ja toistettava. Vali-
doinnissa piteviksi todetut testit joutuvat vie-
14 asiantuntijaryhmien arviointiin. Testin ke-
hittimisestd sen hyviksymiseen ohjeistoihin
saattaa kulua useita vuosia. Esimerkiksi iho-
korroosiotestin ensimmiisesta julkaisemisesta
1990-luvun alussa sen hyviksymiseen vuonna
2002 kului kymmenen vuotta. Monille tirkeil-
le alueille on vasta kehitteilld in vitro -mene-
telmid. Maksa- ja syddntoksisuus ovat useim-
miten paisyitd siihen, etti lidke on jouduttu
vetimiin pois kehityksestd tai markkinoilta
(Barbaric ja Andrews 2011). Kantasoluista
on voitu kehittdd sydinsoluja ja maksasoluja
(Mandenius ym. 2011a, 2011b). On vaikea
luoda mallia, joka sisiltdisi kaikki maksan
kaltaisen monimutkaisen elimen toiminnot.
Solut tarvitsevat ympdriston, joka on saman-
lainen kuin normaalissa maksakudoksessa.
Parhaaseen tulokseen on paisty kehittimalld
kolmiulotteinen viljelmd maksakudokselle
spesifiseen ympiristoon. Lisiksi yhteisviljely

maksakudoksen muiden solutyyppien kans-
sa on lisdnnyt maksasolujen erilaistumista ja
elinikdd (Wobus ja Loser 2011, Messner ym.
2013).

Omassa tutkimusryhmissimme on kehi-
tetty ja validoitu verisuonimalli, jota voidaan
soveltaa lddketutkimukseen ja toksikologiseen

| Epidermis-
solut

Fibroblastit
— kollageeni-
matriksissa

| Kasvatus-
liuos

KUVA 3. A) 3D-ihomallin kasvatusmenetelma. Ke-
ratinosyytit muodostavat monikerroksisen epiteelin
kaksoiskuoppalevyn suodatininsertille kollageenin
paalle. Fibrosyytit muodostavat yhdessa kollagee-
nin kanssa ihon alemman kerroksen. (Kuva: Tarja
Toimela, FICAM). B) lhomalli (SkinEthic) kymmenen
vuorokauden kasvatuksen jalkeen. Histologisessa
leikkeessa nakyy hyvin uloimpien keratinosyyttien
sarveistuminen. Rakenne vastaa in vivo -rakennet-
ta. Tama kaupallinen ihomalli on hyvaksytty OECD:n
ohjeistoihin iholapaisevyyden, ihokorroosion ja iho-
arsyttavyyden testaamiseen. (Kuva: Philippe Gotte-
land, SkinEthic).
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TAULUKKO. OECD:n ohjeistoihin hyvaksyttyja elainkokeettomia kemikaalien turvallisuustesteja (OECD 2012b).

Testauksen kohde Menetelma / in vitro -malli Testin Voimaan-
numero tulo
Iholapaisevyys lhonéayte (ihmis- tai eldinperainen), merkityn yhdisteen TG 428 2004
lapaisevyys
Ihosyovyttavyys lhonayte, ihon sahkoisen vastuksen mittaaminen TG 430 2004
lhmisen ihomallit TG 431 2006
— EpiDerm
— EpiSkin
— SkinEthic
Corrositex (keinotekoinen iho) TG 435 2006
Ihoarsyttavyys Ihmisen ihomallit (reconstructed human epidermis, RHE) TG 439 2010
— EpiDerm
— EpiSkin
— SkinEthic
Silmasyovyttavyys / Irrotettu naudan silméa, BCOP (bovine corneal opacity TG 437 2009
voimakas arsyttavyys  and permeability)
Irrotettu kanan silma, ICE (isolated chicken eye) TG 438 2009
Munuaistubuluksen epiteelisolujen lapaisevyys TG 460 2012
(FL, fluorescein leakage)
Valotoksisuus 3T3-neutraalipunatesti, neutraalipunan sisdanotto TG 432 2004
3T3-soluihin
Genotoksisuus Useita geeni-, kromosomi- ja kromosomistomutaatio- TG 479 1986
testeja in vitro TG 471 1997
TG 473 1997
TG 476 1997
TG 480-482 1986
Nisakassolun mikrotumatesti TG 487 2010
Karsinogeenisuus CTA-testi (cell transformation assay) TG-luonnos 2012

TG = Test Guideline, OECD = Organisation for Economic Co-operation and Development

tutkimukseen (Sarkanen ym. 2011). Mallissa
mitataan, onko tutkittavalla kemikaalilla tai
laakemolekyylilli verisuonten muodostusta
lisddvd vai sitd estdvd vaikutus. Kyseessd on
erittdin lupaava koe my0s osaksi testistod, jolla
arvioidaan kemikaalien aiheuttamia sikion-
kehityksen aikaisia vaurioita.

OECD:n ohjeistoihin hyviksyttyji eldin-
kokeettomia testejd on tarjolla lihinni akuutin
ja paikallisen toksisuuden arviointiin. Pitki-
kestoisten vaikutusten ja toistuvaa altistusta
vaativien vaikutusten selvittimiseen ei vield
ole eldinkokeet kokonaan korvaavia testeji
(TAULUKKO).

Ihosyovyttivyyden ja -drsyttivyyden

1690 testaamiseen on saatavilla kaupallisia iho-

T. Heinonen ja H. Tahti

malleja, jotka on hyviksytty ohjeistoihin.
EpiDerm-ihomalli on kolmiulotteinen. Siind
epidermiksen muodostaa useiden keratino-
syyttien kerros, joka kasvaa kaksoiskuoppale-
vyn suodattimella tai kollageenilla (kuva 3).
EpiSkin-mallissa ihon epiteelisolujen alla on
kollageenimatriksissa myos fibrosyytteja mal-
lintamassa ihon sisempié kerroksia. Ihomallei-
hin perustuvat testit on hyviksytty OECD:n
ohjeistoihin 2010 korvaamaan 1949 julkaistua
Draizen in vivo -ihodrsytystestia.
Ihoherkistivyyden arviointi tehddin vie-
la eliinkokeilla, mutta siihen on kehitteill
uuden testausstrategian (AOP) mukainen
testipatteri, joka kattaa tirkeimmét monimut-
kaisen immunologisen reaktioketjun vaiheet:
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1. Kulkeutuminen ihoon

2. Sitoutuminen proteiineihin

3. Epidermiksen tulehdus

4, Dendriittisolujen (DC) aktivaatio

5. DC-solujen kulkeutuminen imusolmukkeeseen
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KUVA 4. Ihoherkistavyyden testausmalli, jossa haitalliset muutokset mitataan monimutkaisen haittavaikutus-
ketjun (AOP, adverse outcome pathway) useista kohdista. Kuvassa nakyviin reaktioketjun osiin 1-4 on valmii-
na validoituja in vitro -menetelmia. Sen sijaan imusolmukemuutoksia mitataan edelleen eldinkokeen avulla.
(Kuva: Tarja Toimela, FICAM, Adlerin ym. 2011 ja OECD:n 2012 mukaan).

proteiineihin sitoutumisen, reaktiota valitta-
vien solujen aktivaation ja viestin kulkeutu-
misen imusolmukkeeseen (kuvaa) (Adler
ym. 2011, OECD 2012a). Reaktioketjun eri
vaiheisiin on valmiina validoituja testej, jotka
eivit ole vield ohjeistoissa. Nykyisin virallisia
testejd ovat klassiset koe-eldintestit ja niiden
ohella vaihemmain koe-eldimid vaativa paikal-
linen imusolmuketesti ja sen yksinkertaisempi
muoto (OECD 2012b).

Lievin silmd-drsyttivyyden toteamiseen
ohjeistossa ei ole testid, joka korvaisi koko-
naan kanilla tehtdvin silma-drsyttavyyden in
vivo -testin (Draizen testi vuodelta 1949).
Useita validoituja in vitro -testeji voidaan
kayttdd osana portaittaista testausstrategiaa

(van Goethem ym. 2006). Ehki lupaavin yk-
sittdinen kehitteilld oleva tutkimusmalli on
ihmisen sarveiskalvon kolmiulotteinen malli,
joka on kaupallisesti saatavilla.

Silmdsyovyttivyyden ja voimakkaan sil-
ma-drsyttivyyden tutkimiseen ohjeistoissa on
kaksi in vitro -testid, joissa kdytetddn irrotettua
naudan tai kanan silmii (tauLukko). Niilla
testeilld ei kuitenkaan havaita lievdd silma-
arsyttavyytta.

Valotoksisuustesti on esimerkki yksittiisen
solulinjan kdytostd myrkyllisyyden testaa-
misessa. Siind verrataan valon ja tutkittavan
yhdisteen yhteisvaikutusta pelkdn kemikaa-
lin vaikutukseen hiiren fibroblastiviljelmassa.
Testissd mitataan solujen kyky ottaa sisddnsa 1691
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» EU:n uusi koe-eldinlaki, kosmetiikkalaki ja kemi-

» Nykyisin toksikologiassa keskeisena ajatuksena on

» Eldinkokeista pyritdan siirtymaan ihmisen biolo-

» Elainkokeita korvaavia in vitro -menetelmid on
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kaalilaki sisaltavat pyrkimyksen koe-eldinten kay-
ton vahentamiseksi.

kemikaalien turvallisuustestauksen parantaminen
mittaamalla suoria ihmisvaikutuksia.

giaan pohjautuviin testeihin.

kaytossa paikallisten toksisten vaikutusten mit-
taamiseen, mutta pitempikestoiset ja systeemiset
vaikutukset voidaan tutkia edelleen vain eldin-
kokeilla.

neutraalipunaa, minkd avulla saadaan selville
elavien solujen lukumaira.

Lisddntymistoksisuuden testaus vaatii jopa
2500 eldintd yhtd tutkittavaa yhdistettd koh-
den, silld tutkimus ulottuu kahden sukupolven
yli. Vuonna 2011 ohjeistoihin on hyviksytty
lagjennettu yhden sukupolven eldinkoe, joka
vihentdd tarvittavaa eldinmairad tuntuvasti. In
vitro -testaukseen on tarjolla kolme alkiotok-
sisuutta arvioivaa menetelmad, jotka kattavat
kuitenkin vain rajatun osan lisddntymiskier-
rosta. Sikion altistumisen arviointiin on kehi-
tetty ihmisen istukan ex vivo -perfuusiomalli,
jolla voidaan tutkia kemikaalien kulkeutumis-
ta sikiéon ja ndin sikioén kohdistuvia riskeja
(Vihikangas ja Myllynen 2009).

Toistuvaa altistusta vaativien pitkdaikais-
vaikutusten arviointiin ei ole eldinkokeet-
tomia vaihtoehtoja. Kehitteilld on kudos- ja
elinmalleja, joissa elinympiristoé ja solujen
vuorovaikutus on mahdollisimman luonnon-
mukainen. Niitd malleja kiytetddn osana uut-
ta testausstrategiaa, jossa mitataan muutoksia
kriittisissd biokemiallisissa vaikutusreiteissa.

Perimimyrkyllisyyden (genotoksisuuden)
arviointiin on OECD:n ohjeistoissa useita in
vitro -testejd, joilla arvioidaan seka geeni- ettd
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muun muassa bakteerimutageenisuus- ja kro-
mosomiaberraatiotestit, nisikdssolujen mutaa-
tiotestit sekd hiljattain ohjeistoihin hyviksytty
niin sanottu mikrotumatesti (MNvit). In vitro
-testin antamaa negatiivista tulosta ei usein-
kaan tarvitse varmistaa eliinkokeella, mutta
positiivinen tulos kaipaa yleensd varmistuk-
sen. In vitro -genotoksisuustestit ovat herkkid
ja antavat usein vadrid positiivisia tuloksia.
Riippuen viranomaissiddoksestd edellytetian
tai suositellaan, etti eldinkokeet tehdain in
vitro -testien jilkeen, toisin sanoen sovelle-
taan portaittaista testausstrategiaa. Ladkkeille
tehtdviin testipatteriin kuuluu aina eldinkoe.

Syépivaarallisuuden arvioinnissa tulee
testata sekd genotoksinen ettd muu kuin
genotoksinen karsinogeenisuus. Genotoksisen
karsinogeenisuuden mahdollisuus voidaan hy-
vin testata in vitro -kokeilla ja tarvittaessa var-
mistaa eldinkokeilla (in vivo -genotoksisuus-
testi ja kahden vuoden in vivo -karsinogeeni-
suustesti). Sen sijaan muun kuin genotoksisen
syopavaarallisuuden voi testata vain kahden
vuoden in vivo -karsinogeenisuuskokeella.
OECD:n ohjeistoihin hyviksyttiin vuonna
2012 ohjeluonnokset in vitro -testeiksi muun
kuin genotoksisen syopivaarallisuuden ar-
viointiin. Nilld testeilld ei voi kuitenkaan kor-
vata in vivo -karsinogeenisuuskoetta.

Aineenvaihdunnallisen aktiivisuuden li-
sdaminen solu- ja kudosviljelymalleihin on
tarkedd, silldi monet yhdisteet eivit ole sellai-
senaan vahingollisia, mutta ne aktivoituvat
haitallisiksi valituotteiksi elimist6n vierasaine-
metaboliassa. In vitro -aineenvaihduntamal-
leina on kiytetty maksan mikrosomifraktiota,
hiiren ja rotan maksasoluviljelmii ja vastaavia
solulinjoja. Vasta viime vuosina on kehitetty
ihmisen maksan solulinjoja, joilla on ldhes riit-
tivd entsyymitoiminta ja -aktiivisuus. Pitevin
aineenvaihduntamallin kehittiminen on kui-
tenkin vield tulevaisuuden haaste (Pelkonen
ym. 2013).

Kinetiikkaa on mahdollista arvioida erilais-
ten in silico- ja in vitro -mallien avulla ja sen
tutkimiseen on kehitetty my6s kudosmalleja.

Tholdpdisevyyden tutkimiseen on saatavilla
useita kaupallisia ihomalleja. OECD:n ohjeis-
toihin on hyviksytty testiohje iholdpdisevyy-



den arvioimiseksi. Kehitteill ja validoitavana
on my6s menetelmid keuhkojen ja suolen sei-
niaman kautta tapahtuvan kulkeutumisen tut-
kimiseen. Lihinni lddketeollisuuden tarpei-
siin on kehitetty in vitro -veri-aivoestemalleja,
joiden avulla aivosairauksiin voidaan kehittda
ladkkeitd, jotka ldpdisevit veri-aivoesteen ai-
empaa paremmin (Prieto ym. 2004, Kuittinen
ym. 2013). Ihmisen kantasoluista on hiljattain
saatu aikaan lupaava endoteelimalli, jonka toi-
minta ja tiiviys vastaavat aikaisempia malleja
paremmin veri-aivoestetti in vivo (Lippmann
ym. 2012).

Lopuksi

Thmistd koskevassa kemikaaliturvallisuuden
arvioinnissa on tapahtumassa suuri periaat-
teellinen muutos. Tami tarkoittaa siirtymista
eliinbiologiaan perustuvista testeistd (eldin-
kokeista) menetelmiin, joissa hyddynnetiin
ihmisen biologiaan pohjautuvia kudos- ja
elinmalleja (Hoffmann ja Hartung 2006, An-
dersen ja Krewski 2009). Ihmisen solu-, elin-
ja kudosmalleja kayttimilld voidaan seurata
yhdisteen vaikutuksia useissa vaikutusreitin
kohdissa toisin kuin ohjeistojen mukaisessa
eldinkokeen piitteeksi tehtdvissa histopatolo-

gisessa tutkimuksessa. Kudos- ja elinmalleihin
perustuvat testit ovat eldinkokeisiin verrat-
tuina herkempii ja nopeampia, ja lisiksi ne
on mahdollista automatisoida. Yhdysvaltain
tiedeakatemian katsauksella toksikologisen
testauksen tulevaisuuteen 21. vuosisadalla on
ollut kidinteentekevd vaikutus testaustavan
muutokselle ja uudelle ajattelulle (NRC 2007,
Hartung 2009, 2010). Kehitysti on edisti-
nyt my6s Yhdysvaltain ymparistoministerion
ToxCast-ohjelma, jonka tavoitteena on kehit-
tad luotettavia “high throughput” -seulonta-
malleja korvaamaan eldinkokeita suurien ke-
mikaalimiirien testaamisessa (Bonnefoi ym.
2010). Analyysimenetelmien ja robotiikan
kehittyminen ovatkin mahdollistaneet kemi-
kaalivaikutusten nopean “high throughput”
-tutkimisen solu- ja kudosviljelmissd. Tatd
kehitystd ovat vahvistaneet uudet teknologiat,
kuten bioinformatiikka, genomiikka, epigeno-
miikka, proteomiikka, transskriptomiikka,
metabolomiikka ja in silico -menetelmit. Kun
uutta teknologiaa sovelletaan ihmissolupoh-
jaisiin 3D-kudosmalleihin ja tarkeistd vaiku-
tusreiteistd mitattuihin markkereihin, kehitys
kulkee kohti parempaa kemikaalien turvalli-
suusarviointia. B
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— Summary

Non-animal toxicology in the safety testing of chemicals

There is an urgent need to develop predictive test methods better than animal experiments for
assessing the safety of chemical substances to man. According to today’s vision this is achieved by
using human cell based tissue and organ models. In the new testing strategy the toxic effects are
assessed by the changes in the critical parameters of the cellular biochemical routes (AOP, adverse
toxic outcome pathway-principle) in the target tissues. In vitro -tests are rapid and effective, and
with them automation can be applied. The change in the testing paradigm is supported by all
stakeholders: scientists, regulators and people concerned on animal welfare.
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