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Ihoarsytys kuvastaa iholle aiheutuvaa palautuvaa vahinkoa, joka syntyy kemikaalin |apaistessa
marraskeden ja vahingoittaessa epidermiksen soluja. Mahdollinen kemikaalien ja Iaakinnallisten
laitteiden aiheuttama ihoarsytys on selvitettdva ennen myyntiluvan saamista. lhoarsytys on tyypil-
lisesti testattu in vivo -menetelmilla, mutta naita rajoittavat eettiset haasteet seka tulosten epa-
luotettavuus. Korvaavaksi menetelmaksi on kehitetty ihmissolupohjaisia in vitro -epidermismal-
leja. Tassa kirjallisuuskatsauksessa perehdytaan naiden epidermismallien rakenteeseen ja kayt-
toon. Lisaksi selvitetdan, kuinka hyvin epidermismallien tuottamat tulokset vastaavat in vivo -me-
netelmilla saatuja ihoarsytystuloksia.

Ihmisen ja arsytystestauksessa tyypillisesti kaytetyn kanin ihot koostuvat epidermiksesta, dermik-
sesta ja hypodermiksesta. Epidermis on naista kerroksista uloin, ja se rakentuu enimmakseen ke-
ratinosyyteista. Kanin epidermis on huomattavasti ihmisihoa ohuempi, mika tekee siitd herkan
ihoarsytykselle. Epidermismallit ovat ihmisen keratinosyyteista kasvatettuja epidermista vastaavia
rakenteita. Naiden rakenne vastaa inmisepidermista tarkemmin kuin kanin epidermis, mutta solu-
koostumus on yksipuolisempi. Seitseman epidermismallia on saanut kaupallisen hyvaksynnan.

Puhtaiden kemikaalien ja Iaakinnallisten laitteiden ihoarsytystestauksille tarvitaan erilaiset testioh-
jeet muun muassa erilaisten koostumuksien vuoksi. Puhtaat kemikaalit testataan sellaisenaan,
kun taas laakinnallisista laitteista valmistetaan uutteet seka poolittomaan etta pooliseen liuotti-
meen, ja naita uutteita testataan pidennetylla vaikutusajalla. lhoarsytys maaritetaan solujen ela-
vyysmittauksella, jonka avulla saadaan huomattavasti objektiivisempia tuloksia kuin in vivo -me-
netelmilla.

Puhtaiden kemikaalien ihoarsytystutkimuksissa epidermismallien tuottamat arsytysluokittelut vas-
tasivat kanin ihon pintakokeista saatuja luokituksia melko hyvin. Mallien vastaavuus ihmisen iho-
kokeisiin oli puolestaan erittain hyva, jopa parempi kuin kanikokeilla. Kanikokeet olivat kuitenkin
herkempia tunnistamaan kaikki arsyttavat kemikaalit. Toisaalta tulosten toistettavuus oli nailla
huomattavasti heikompi kuin epidermismalleilla.

Myés ladkinnallisten laitteiden ihoarsytystutkimuksissa mallien tuottamat arsytysluokitukset vasta-
sivat melko tarkasti in vivo -menetelmien tuottamia luokituksia. Suurin vastaavuus oli suhteessa
kanin ihonsisaisiin kokeisiin. Mallien tarkkuus oli hyva, mutta toisaalta testikemikaaleja oli melko
vahan. Tarkkuutta voisi mahdollisesti parantaa tarkkailemalla sytokiinien tuotantoa arsytyksen ai-
heuttaman tulehdusreaktion seurauksena. Sytokiinimarkkerit ja muut epidermismallien parannuk-
set saattaisivat tulevaisuudessa mahdollistaa ihoarsytyksen tarkemman luokittelun myos epider-
mismalleilla.
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1. JOHDANTO

Ihoarsytys kuvastaa iholle aiheutuvaa palautuvaa vahinkoa sen altistuttua arsyttavalle yhdisteelle.
Ihoarsytyksen synty on tapahtumaketju, joka alkaa kemikaalin lapaistessa epidermiksen uloimman
kerroksen, marraskeden (OECD 2021). Alemmissa kerroksissa kemikaali vahingoittaa ihon soluja,
minkda seurauksena ihossa voi syntya tulehdusreaktioita (OECD 2021). Ulkoisesti arsytys taas
iimenee tyypillisesti punoituksena ja turvotuksena. Yhdisteen arsyttavyyteen vaikuttavat muun mu-
assa sen happamuus, konsentraatio ja vaikutusaika iholla (ISO 2021). Ihoarsytysta voivat aiheut-
taa esimerkiksi kemikaalit ja kosmetiikka, mutta myds erilaisista laakinnallisista laitteista voi kay-
tossa liueta arsyttavia ainesosia. Laakinnallisiin laitteisiin kuuluu laaja kirjo aineita, joita kaytetaan

|aaketieteellisiin tarkoituksiin esimerkiksi diagnostiikassa ja sairauksien hoidossa.

Ennen myyntiluvan saamista yhdisteiden arsyttavyys tulee olla tiedossa, ja tdman selvittamiseksi
yhdiste on tyypillisesti testattu pienelaimilla (1ISO 2021). Jo pitkdan kaytdssa olleessa Draizen ka-
nikokeessa kaytetaan terveita albiinokaneja, joiden ihoon testattava yhdiste lisataan joko pinnalle
tai ihon sisempiin kerroksiin. (ISO 2021). Elainkokeiden jalkeen tai niiden sijaan tutkittava yhdiste
voidaan testata myos suoraan ihmisilla ihon pintatestilla, jolloin saadaan tarkin tulos yhdisteen vai-
kutuksesta ihmisihoon. Talloin yhdisteen tulee olla jo valmiiksi tarpeeksi turvalliseksi todettu ja myr-

kytén ennen kuin yhdistetta testataan terveiden vapaaehtoisten ihoon (ISO 2021).

Elain- ja ihmiskokeisiin liittyy lukuisia ongelmia koskien niin eettisyyttd kuin myos kaytannodn haas-
teita ja tulosten luotettavuuksia. EU:n koe-eldindirektiiviin onkin lisatty 3R-periaate, joka ohjaa va-
hentamaan testattavien eldinten maaraa, parantamaan naiden hyvinvointia seka suosimaan elain-
kokeettomia menetelmia (Heinonen ja Tahti 2013). Kosmetiikan suhteen Euroopassa on elain-
koekielto, jonka seurauksena Euroopassa ei saa markkinoida uusia kosmetiikkatuotteita, joiden
mikdan komponentti on testattu elaimilla (Heinonen ja Tahti 2013). Kielto ei koske kemikaaleja ja
laakinnallisia laitteita, mutta tasta huolimatta elainkokeiden maara on ollut viime vuosina laskussa

myds naiden ihoarsytystestauksissa (Pellevoisin ym. 2022).

Myds kansainvalisen standardoimisjarjestd ISO:n (International Organization for Standardization)
uusi ISO 10993-23 -standardi vuodelta 2021 kehottaa korvaamaan ihoarsyttavyyden elainkokeita
mahdollisuuksien mukaan eldinkokeettomilla vaihtoehdoilla, mikali ne pystyvat antamaan yhta luo-
tettavia tuloksia (1ISO 2021). Erilaisia korvaavia menetelmia on kehitetty, ja niistd paikkansa ovat
vakiinnuttaneet erityisesti ihmissolupohjaiset epidermismallit. Nama in vitro -mallit ovatkin pitkalti
saaneet jo virallisen hyvaksynnan ihoarsytyksen testauksessa, erityisesti puhtaiden kemikaalien ja
laakinnallisten laitteiden osalta (ISO 2021). Tastad huolimatta myds epidermismalleissa on omat

haasteensa ja rajoitteensa, jotka vaikuttavat testausmahdollisuuksiin ja -tarkkuuksiin.



Tassa kirjallisuuskatsauksessa perehdytaan naihin ihmissolupohjaisiin epidermismalleihin ja selvi-
tetdan, millaisia erilaiset in vitro -epidermismallit ovat rakenteeltaan ja kaytéltdan verrattuna aikai-
sempiin in vivo -menetelmiin. Katsauksessa tarkastellaan myés, kuinka tarkasti epidermismallit
vastaavat nykyaan ihoarsytyksen mallintamisessa ihmisen ja kanin ihoja, ja mitad haasteita nailla
malleilla yha on. Ihoarsytyksen tarkastelussa paapaino on puhtaiden kemikaalien seka laakinnal-

listen laitteiden aiheuttamissa ihoarsytyksissa.

2. IHON JA EPIDERMISMALLIEN RAKENNE

2.1 lhmisen ja kanin ihojen rakenne

Iholla on tarkeita tehtavia muun muassa kehon suojaamisessa, immuunipuolustuksessa, diffuusion
saatelyssa seka D-vitamiinin tuotossa. Ihmisen iho muodostuu kolmesta kerroksesta: epidermik-
sesta, dermiksesta sekd hypodermiksesta. Naista alin kerros, hypodermis, on I6yha kudos, joka
littdad dermiksen luustoon ja lihaksiin (Hofmann ym. 2023). Se sisaltda runsaasti muun muassa
verisuonia, hermoja, sidekudosta ja rasvasoluja (Hofmann ym. 2023). Hypodermis toimii muun mu-
assa energiavarastona, suojana lammonmuutoksia ja iskuja vastaan seka hormonituotannossa
(Hofmann ym. 2023).

Ihon keskimmainen kudos on dermis, joka muodostuu sidekudoksesta, verisuonista, hermoista,
karvatupista ja rauhasista (Hofmann ym. 2023). Dermiksen tehtaviin kuuluvat muun muassa ihon
ldmmonsaately, veden ja immuunisolujen varastointi, hapen ja muiden aineiden kuljetus epider-

mikseen seka soluvaliaineen proteiinien tuotto (Hofmann ym. 2023).

Dermiksen ja epidermiksen yhdistaa toisiinsa tyvikalvo, joka on soluvaliaineen proteiineista koos-
tuva puolilapaiseva kalvo (Hofmann ym. 2023). Sen ylapuolella sijaitseva epidermis koostuu 4-5
kerroksesta, joissa on eri erilaistumisasteen soluja (Dijkhoff ym. 2021). Epidermis alkaa tyvikalvon
jalkeisesta kantasoluja sisaltavasta tyvikerroksesta ja paattyy kuolleeseen marrasketeen, jonka so-
lujen tuma ja soluelimet on hajotettu (Dijkhoff ym. 2021). Epidermis uusiutuu 5—6 viikon valein van-
han marraskesikerroksen irrotessa uuden tieltd ihon pinnalla (Dijkhoff ym. 2021). Epidermis sisal-
taa enimmakseen toisiinsa desmosomeilla liittyneita keratinosyytteja, jotka kykenevat jakautumaan
ja erilaistumaan (Dijkhoff ym. 2021). Keratinosyytit my6s tuottavat keratiingja, jotka tekevat ihosta
kestdvdmman ja osallistuvat solusignalointiin (Hofmann ym. 2023). Keratinosyyttien lisaksi epider-
miksessa on muun muassa melanosyytteja, Langerhansin soluja sekad Merkelin soluja (Hofmann

ym. 2023). Toisin kuin alemmat inokerrokset, epidermis ei sisalla lainkaan verisuonia, vaan hapen



ja kuona-aineiden vaihto tapahtuu diffuusiolla tyvikalvon kautta dermiksen verisuonista (Hofmann
ym. 2023).

My®6s kanin iholla on melko samankaltainen rakenne. Ihoarsytys onkin tyypillisesti testattu kayttaen
kanin ihoa, silla se reagoi herkasti arsyttaviin aineisiin ja mahdollistaa suhteellisen helpon arsytys-
testauksen (Jirova ym. 2010). Kanin ihon epidermis on kuitenkin hyvin ohut, vain parin solukerrok-
sen paksuinen, mika osaltaan selittda kanin ihoarsytysherkkyyden, silla ohuempi epidermis lapai-
see kemikaaleja paksua epidermistd helpommin (Uhm ym. 2023). Kanin iho on kiinnittynyt hyvin

I6yhasti hypodermikseen, mika myos altistaa voimakkaille ihoarsytysreaktioille (Uhm ym. 2023).

2.2 Epidermismallien rakenne

Ihoarsytysta kuvantavien in vitro -epidermismallien rakenne vastaa my6s melko tarkasti ihmisen
epidermiksen rakennetta morfologisilta, biokemiallisilta seka fysiologisilta ominaisuuksiltaan (Hof-
mann ym. 2023). Mallit kasvatetaan kuitenkin padosin vain keratinosyyteista, joten niista puuttuu
osa epidermiksessa luontaisesti esiintyvista solutyypeista (Dijkhoff ym. 2021). Epidermismalleilta
puuttuu myos yhteys ihon alempiin kerroksiin, mika tuo rajoitteita sen sovelluskohteisiin. Malleissa
on vastaavat kerrokset kuin ihmisen epidermiksessa, mutta vanha marraskesikerros ei irtoile uu-
sien solujen kasvamisen myoéta, mika lyhentda naiden mahdollista kayttbaikaa noin viikkoon
(Dijkhoff ym. 2021). Epidermismallin rakenne nakyy Kuvassa 1. Mallin marraskedessa on myds
hieman erilainen rasvakoostumus, ja osin tdman vuoksi mallien l1apaisevyys poikkeaa ihmisihosta
(Dijkhoff ym. 2021). Lapaisevyytta voidaan kuitenkin jonkin verran sdadelld muuttamalla rasvahap-
pokoostumusta, happipitoisuutta ja kosteutta (Dijkhoff ym. 2021). Kayton kannalta olennaista on,
etta epidermismallin rakenne mahdollistaa testattavien aineiden lisddmisen mallin apikaalipuolelle
(ISO 2021).

Kuva 1. Epidermismallin rakenne. (https://www.episkin.com/SkinEthic-RHE, 26.2.2024)

Kun verrataan kanin epidermista ihmissolupohjaiseen epidermismalliin, huomataan erityisesti ero

paksuuksissa. Siind missa kanin epidermis on paksuudeltaan noin kolmasosan ihmisepidermik-
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sesta, KeraSkin™-epidermismalli on taas lahes kaksinkertainen paksuudeltaan verrattuna ihmi-
sepidermikseen (Uhm ym. 2023). Epidermismallien suuri paksuus todennakoisesti kompensoi nai-
den marraskesien tavallista suurempaa lapaisevyytta (Jirova ym. 2010). Toisaalta KeraSkin-epi-
dermismalli ilmentaa useita ihmisihon kanssa samanlaisia suojakerroksen proteiineja, jotka taas
puuttuvat kanin ihosta (Uhm ym. 2023). Epidermiksen kerroksia ja paksuuksia vertailemalla kanin
iho ja epidermismalli poikkeavatkin merkittavasti toisistaan. Naista kuitenkin epidermismalli vastaa
rakenteensa puolesta tarkemmin ihmisepidermista, joskin kanin epidermiksen etuna on yhteys

alempiin ihon kerroksiin.

Epidermismallit kasvatetaan ihon keratinosyyteista, jotka saadaan terveiltd luovuttajilta yleensa
esinahasta tai vatsan ihosta leikkauksien yhteydessa (Hofmann ym. 2023). Eristetyt keratinosyytit
istutetaan huokoisen kalvon kahtia rajaaman kasvatusinsertin apikaalipuolelle (Dijkhoff ym. 2021).
Insertin basolateraaliselle puolelle puolestaan lisataan tarvittavia ravinteita sisaltavaa elatusainetta
(Dijkhoff ym. 2021). Solut muodostavat yksinkertaisen kerroksen, joka muutaman paivan upotet-
tuna kasvattamisen jalkeen tarttuu kalvoon kiinni (Dijkhoff ym. 2021). Tdman jalkeen solujen paalta
poistetaan elatusaine, jolloin ilma- ja nestefaasien valissa kasvavat keratinosyytit alkavat erilaistu-
maan ja muodostamaan epidermiksen kerroksia (Dijkhoff ym. 2021; Hofmann ym. 2023). Elatusai-
neeseen lisataan tédssa vaiheessa kasvutekijoita, insuliinia, kalsiumia ja askorbiinihappoa, jotka
tukevat syntyvan epidermiksen jakautumista, erilaistumista ja lapaisynestavyytta (Dijkhoff ym.
2021). Valmiin epidermismallin kasvattaminen keratinosyyteista kestaa yhteensa noin kaksi viikkkoa

(Hofmann ym. 2023). Kuvassa 2 on kypsa epidermismalli kasvatusinsertillaan.

Kuva 2. Epidermismalli kasvatusinsertilla. Kuvassa puoliksi irti oleva kalvo on keratinosyyteista
kasvatettu epidermismalli. (https://www.episkin.com/frequently-asked-questions, 26.2.2024)
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Ihoarsytyksen testaukseen on valmiita kaupallisia malleja, mutta myds ohjeita omien mallien val-
mistamiseen. Itse valmistetun epidermismallin etuina ovat edullisemman hinnan lisédksi mahdolli-
suus saadelld tarkemmin mallin alkuperaa, ominaisuuksia ja kasvatusymparistéa (Dijkhoff ym.
2021). Mallia kyetaan talldin myds tarvittaessa kehittdmaan eteenpain esimerkiksi lisdamalla epi-
dermikseen melanosyytteja ja immuunisoluja (Dijkhoff ym. 2021). Haasteena kuitenkin itse valmis-
tetuissa malleissa on pitka kasvatusaika seka mahdolliset eroavaisuudet malleissa eri laboratorioi-
den valilla (Dijkhoff ym. 2021).

Uuden kaupallisen mallin hyvaksyminen edellyttaa tarkkaa tutkimusta, jossa selvitetdan mallin tark-
kuus seka koetulosten variaatio eri laboratorioiden ja kokeiden valilla (ISO 2021). Taloudellisen
yhteistyon ja kehityksen jarjesto OECD vastaa kemikaalien ihoarsytyksien testiohjeista, ja on hy-
vaksynyt vuoteen 2021 mennessa seitseman validaatiokriteerit tayttanytta kaupallista epidermis-
mallia: EpiSkin™, EpiDerm™, SkinEthic™, LabCyte, epiCS®, Skin+® ja KeraSkin™ (OECD 2021).
Eri kaupallisten epidermismallien testauskaytanteet ovat hyvin samanlaisia, mutta pieniad eroja
esiintyy muun muassa testikemikaalien maarissa seka vaadituissa vaikutusajoissa (OECD 2021).
Myés rakenteidensa puolesta mallien perusversiot ovat hyvin samanlaisia, mutta osasta malleista
on saatavilla lisaksi esimerkiksi eri kypsyysasteen epidermiksia seka pigmentoituja epidermiksia.
Mallien koko vaihtelee hieman seka eri mallien valilla etta myos mallien sisalla. Esimerkiksi SkinEt-
hic-mallia on saatavilla seka 0,5 cm? etta 4 cm? kokoisina (https://www.episkin.com/SkinEthic-RHE,

26.2.2024). Myos muut mallit sijoittuvat paaosin talle pinta-alavalille.

3. IN VIVO- JA IN VITRO -ARSYTYSTESTIMENETEL-
MAT

3.1 Invivo -protokollat

Yleisimmin ihodrsytyksen testaukseen on kaytetty albiinokania. Kanikoeprotokollat perustuvat
Draizen kokeisiin vuodelta 1944, mutta protokollia on mydhemmin paivitetty (OECD 2017).
Kanikokeessa arsytysta mitataan kvalitatiivisesti sen ulkoisten tunnusmerkkien, eli punoituksen ja
turvotuksen, perusteella (OECD 2021). Kvantitatiivisen mittauksen puute kanikokeissa tekeekin
menetelmasta varsin subjektiivisen. Protokolla ihoarsytyksen testaamiseen kanin ihon pinnalla on

samankaltainen puhtaille kemikaaleille ja 1aakinnallisille laitteille.

Kunkin aineen testaamiseen kaytetdan 3 nuorta albiinokania, jotka painavat vahintaan 2 kg (1ISO

2021). Mikali on syyta epailla testattavan aineen olevan voimakkaasti arsyttava, suositellaan koe
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aloittamaan vain yhdella kanilla (ISO 2021). lhon pintatestissa testialueelta ajellaan karvat 4—24
tuntia ennen koetta, ja testattavaa jauhetta tai nestetta lisatdan alueelle 500 mg tai 500 ul (OECD
2015; 1ISO 2021). Aineen annetaan vaikuttaa vahintaan 4 tuntia, jonka jalkeen punoitus ja turvotus
pisteytetaan 1, 24, 48 ja 72 tunnin kuluttua aineen poistosta (OECD 2015; ISO 2021). Pisteytysten
perusteella voidaan laskea keskiarvo arsytystulokselle, ja taman perusteella luokitella aine sopi-
vaan arsyttavyyskategoriaan (OECD 2015; ISO 2021). Puhtailla kemikaaleilla kanien seuraamista
suositellaan jatkettavaksi viela 14 paivaa kemikaalin poiston jalkeen, jotta mahdollinen ihon reakti-

oiden palautuminen voidaan havaita (OECD 2015).

Mikali 1aakinnallista laitetta kaytetaan ihonsisaisesti tai rikkinaiselle iholle, kanin ihonsisainen koe
antaa tarkempia tuloksia kuin ihon pintakoe (ISO 2021). Kanit valikoidaan samoilla ehdoilla kuin
ihon pintakokeessa, ja karvat ajellaan 4—18 tuntia ennen koetta (ISO 2021). Kustakin testattavasta
laakinnallisen laitteen materiaalista valmistetaan poolinen uute 0,9 % natriumkloridiliuokseen eli
fysiologiseen suolaliuokseen, seka pooliton uute seesamidljyyn (ISO 2021). Uutteita annostellaan
ihon sisalle 200 pl (1ISO 2021). Eri liuottimien kaytto takaa riittdvan liukenemisen riippumatta tes-
tattavan aineen poolisuudesta. Joitakin aineita, kuten ihon tayteaineita, voidaan injektoida myos
suoraan ilman uuttamista (ISO 2021). Arsyttévyys arvioidaan samoilla pisteytyksilla kuin pintates-
tissa (ISO 2021).

Toinen tyypillinen ihoarsytyksen in vivo -testimenetelma on ihmisihokoe eli HPT (human patch
test). Tama koe antaa tarkkaa ja laadukasta tietoa kemikaalien vaikutuksista ihmisiholle, mutta
OECD ei suosittele HPT:n kayttamista primaarisend ihoarsytysdatan hankintamenetelmana
(OECD 2017). HPT on harvoin mahdollinen koemuoto, ja sita kaytetdan paaasiallisesti vain kemi-
kaalien kanssa, joiden kayttokohde edellyttda kontaktia ihon kanssa (OECD 2017). Vain tarpeeksi
turvalliseksi tunnettuja kemikaaleja saa testata ihmisilla (OECD 2017). Haasteidensa ja eettisten
kysymystensa vuoksi suositellaankin kayttamaan ensisijaisesti aikaisempia HPT-datoja ja suoritta-
maan uusia kokeita vain harkitusti (OECD 2017).

Mikali uuden HPT-datan tuottamiseen kuitenkin paadytdan, ohjeistaa 1SO 10993-23:2021 -
standardi valitsemaan kokeeseen vahintaan 30 aikuista vapaaehtoista niin, ettd miehia ja naisia on
vahintdan kolmasosa kumpaakin (ISO 2021). Testiaineina voi olla nesteitd seka kiinteita aineita
jauhettuna, uutettuna tai tietyissa tapauksissa sellaisenaan (1ISO 2021). Koska eri ihmiset reagoivat
arsyttaviin aineisiin eri tavoin, kaytetdan testeissa myos positiivista kontrollia (ISO 2021). Aineet
lisataan tyypillisesti kasivarren ylaosaan, ja niiden annetaan vaikuttaa tutkimuksesta riippuen jopa
24 tuntiin asti tai kunnes havaitaan arsytysreaktio (ISO 2021). Kemikaalin poiston jalkeen ihon
ulkoiset reaktiot pisteytetdan kanikokeen tavoin eri aikapisteissa, ja naiden perusteella luokitellaan

kemikaalin arsyttavyys (ISO 2021).
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3.2 In vitro -protokollat

Taloudellisen yhteistydn ja kehityksen jarjesté OECD on laatinut yleisohjeet puhtaan kemikaalin
aiheuttaman ihoarsytyksen testaukseen epidermismalleilla testiohjeeseensa numero 439 (OECD
2021). Lahtokohtana on valmis epidermismalli, esimerkiksi OECD:n kaupalliseen kaytté6n
hyvaksyma malli. Laakinnallisten laitteiden aiheuttaman ihoarsytyksen testaukselle on puolestaan
laadittu OECD:n testiohje 439:n seka muiden standardien pohjalta ISO 10993-23:2021 -standardi
(ISO 2021). Eri standardit puhtaiden kemikaalien ja laakinnallisten laitteiden valilla johtuvat
materiaalien ja kayttétapojen eroavaisuuksista. Siind missa puhdas kemikaali koostuu vain yhdesta
aineesta, laakinnalliset laitteet ovat monimutkaisempia ja voivat sisaltdd keraameja, metalleja,
polymeereja sekd biologisia materiaaleja (ISO 2021). Laitteista tuleekin testata
paakomponenttimateriaalit seka lisdksi valmistuksessa kaytetyt lisdaineet (ISO 2021).
Laakinnallisissa laitteissa arsyttavaa ainetta on myods yleensa melko pienind pitoisuuksina, joten
testausmenetelman on oltava herkempi havaitsemaan naitd (ISO 2021). Laakinnallisia laitteita
kaytetdan myds usein ihonsisaisesti, minka vuoksi aikaisempi in vivo -testaus on painottunut kanin

ihonsisadiseen testiin, kun taas puhtaalle kemikaalille riittda tyypillisesti ihon pintatesti (ISO 2021).

Ennen testausta OECD:n testiohje ohjaa varmistamaan epidermismallin laadun. Tahan kuuluvat
histologinen tutkimus, jolla varmistetaan tarpeeksi suuri vastaavuus ihnmisepidermiksen kanssa,
seka mallin lapaisevyyden arviointi (OECD 2021). Lapaisevyys muodostuu marraskeden
oikeanlaisesta lipidikompositiosta, ja sitd voidaan testata myrkyllisilla testikemikaaleilla, kuten
Triton X-100:lla ja natriumdodekyylisulfaatilla (OECD 2021).

Epidermismalleilla on rajoitteita sen suhteen, mita niilla pystytaan testaamaan luotettavasti. Ensin-
nakin mallit vastaavat vain ihmisihoa, eika niilla siis pystyta luotettavasti testaamaan esimerkiksi
silman tai limakalvojen reaktiota arsyttaviin aineisiin (ISO 2021). Puhtaiden kemikaalien
testausmenetelmaa voidaan soveltaa nesteille, kiinteille aineille, puolikiinteille aineille ja vahoille
(OECD 2021). Kiinteiden aineiden tapauksessa on suositeltavaa jauhaa aine ja kostuttaa
epidermismalli sopivan kontaktin takaamiseksi (OECD 2021). Testausohjetta voidaan
mahdollisesti soveltaa myds muuntyyppisille aineille, mutta talldin tulee erikseen varmistaa, etta
testi tuottaa luotettavia tuloksia (OECD 2021). ISO-standardi puolestaan ei suosittele kiinteiden
aineiden testausta epidermismallilla 1aakinnallisten laitteiden testauksessa, silla tarpeeksi laheista
kontaktia testialueeseen ei voida talléin taata (ISO 2021). Laakinnallisten laitteiden arsyttavyystes-
tauksessa optimaalisinta on testata laitteiden materiaaleista valmistettua uutetta epidermismalliin
(ISO 2021). Kustakin testattavasta aineesta valmistetaan kanikokeen tapaan poolinen uute fysio-
logiseen suolaliuokseen seka pooliton uute seesamidljyyn (ISO 2021). Uuttoon sopimattomia ma-
teriaaleja, kuten nesteita ja geeleja, pystytdan myos joissain tapauksissa testaamaan epidermis-
malleilla, mutta talldin tulee ensin selvittaa kyseisen materiaalityypin soveltuvuus kyseiseen testiin
(ISO 2021).
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Tutkittavien kemikaalien lisdksi kokeessa tulee aina olla myds positivinen ja negatiivinen
kontrollindyte, joihin saatuja tuloksia voidaan verrata. Puhtaita kemikaaleja testattaessa suositeltu
positiivinen kontrolli on 5 % natriumdodekyylisulfaattiliuos (SDS) ja negatiivinen kontrolli vetta tai
fosfaattipuskuroitu fysiologinen suolaliuos (PBS) (OECD 2021). Laakinnallisten laitteiden
arsytystestauksessa puolestaan positiivisena kontrollina toimii laimeampi 1 % SDS fysiologisessa
suolaliuoksessa ja negatiivisena kontrollina puolestaan DPBS tai PBS ilman kalsium- ja
magnesiumioneja (ISO 2021). Positiivisena kontrollina voidaan kayttaa vielakin laimeampia SDS-
liuoksia, mikali nama liuokset on tutkittu ja todettu sopiviksi tarkoitukseen. Laakinnallisten laitteiden
testauksessa tarvitaan positiivisen ja negatiivisen kontrollin lisdksi vielda uutosliuosten el

fysiologisen suolaliuoksen seka seesamioljyn kontrollikokeet (ISO 2021).

Tarkeimpia eroavaisuuksia puhtaiden kemikaalien ja l&3akinnallisten laitteiden
ihoarsytystestauksessa on testattavan aineen vaikutusaika epidermismallilla. Puhtaan kemikaalin
tulee vaikuttaa 15-60 minuuttia 20-37°C:n Iampdtilassa mallista riippuen, kun taas 1aakinnallisten
laitteiden uutteiden tulee antaa vaikuttaa epidermismallilla 18-24 tuntia 37°C lampdtilassa (ISO
2021; OECD 2021). Laakinnallisten laitteiden testauksen pidempi vaikutusaika selittyy niiden
pienemmilla arsyttavien aineiden pitoisuuksilla. Pidempi vaikutusaika mahdollistaa sen, etta
pienetkin pitoisuudet kykenevat kaynnistdmaan arsytysreaktion. Laakinnallisten laitteiden
kayttdaika iholla on myos tyypillisesti pidempi kuin kemikaaleilla, mika edelleen lisaa tarvetta
pidemmalle testausajalle. Vaikutusajan jalkeen epidermismallit huuhdotaan testiaineista, ja
puhtaita kemikaaleja testattaessa epidermiksia inkuboidaan 42 tuntia ennen solujen elavyyden
mittausta, kun taas Iaakinnallisia laitteita testatessa elavyysmittaukseen voidaan siirtya suoraan
huuhtelun jalkeen (ISO 2021; OECD 2021). Jalki-inkubaatio mahdollistaa puhtaiden kemikaalien
selkedmmat tulokset korjaamalla pienimmat ihon reaktiot seka toisaalta vahvistamalla
voimakkaimpia reaktioita (OECD 2021). ISO-standardin ohjeistama pitka vaikutusaika ajanee sa-

man asian tehden jalki-inkubaation tarpeettomaksi.

Siind missa in vivo -menetelmat mittaavat ihoarsytysta kvalitatiivisesti ulkoisten tunnusmerkkien
pohjalta, epidermismalleissa ihoarsytys voidaan mitata kvantitatiivisesti mittaamalla kemikaalille
altistuneiden solujen elavyys ja vertaamalla sitd negatiiviseen kontrolliin (ISO 2021; OECD 2021).
Mittauksessa  kaytetdan tetratsolipohjaista  MTT-variainetta, jonka  mitokondriaaliset
dehydrogenaasit pelkistavat siniseksi formatsaalisuolaksi, joka puolestaan voidaan eristaa ja
mitata esimerkiksi spektrofotometrilla (ISO 2021; OECD 2021). Testattavalle kemikaalille
altistuneen epidermismallin variaineen mittaustulos jaetaan negatiivisen kontrollin epidermismallin
mittaustuloksella, jolloin saadaan kullekin mallille elavyystulos prosentteina (ISO 2021; OECD
2021). MTT:t& pelkistavien tai varillisten testikemikaalien tapauksessa tarvitaan erinaisia

lisdtoimenpiteita tulosten korjaamiseksi (OECD 2021).
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Mikali altistuksen seurauksena solujen elavyys suhteessa negatiiviseen kontrolliin on pienempi tai
yhta suuri kuin 50 %, testattu aine luokitellaan arsyttavaksi (ISO 2021; OECD 2021). Mikali tulokset
ovat selkeitd, virallista luokitusta varten riittda aineen testaus kolmella erilliselld kudoksella (ISO
2021; OECD 2021). Laakinnallisten laitteiden testauksessa ihoarsytyksen luokitteluun riittaa, jos
kolminkertainen positiivinen tulos tulee joko poolisesta tai poolittomasta liuoksesta (ISO 2021).
Epidermismalleilla kyetdan luokittelemaan testattavat yhdisteet arsyttaviin ja ei-arsyttaviin
yhdisteisiin, mutta menetelma ei viela salli arsyttavien aineiden luokittelua eri alakategorioihin

arsytyksen intensiivisyyden mukaan (OECD 2021).

Esitetyista testausprotokollista ihmisella tehtava HPT on selkeasti tarkin, mutta myos kaikista
haastavin toteuttaa. Lisaksi ihmisilla suoritetaan arsytyskokeita vain ihon pinnalla, joten
l&akinnallisten laitteiden ihonsisaista arsytystestausta ei voida suorittaa ihmisilla. Epidermismallien
puhtaiden kemikaalien ja l&dkinnallisten laitteiden ihodrsytystestausten protokollat eroavat jonkin
verran toisistaan, mikd kompensoi ndiden testimateriaalien eroja materiaaleissa, pitoisuuksissa ja
kayttdkohteissa. Naissa on eroja myds kanikokeiden kohdalla, ja kanikokeille onkin laadittu erilliset

protokollat ihon ulkoiseen ja sisdiseen testaamiseen.

Epidermismallien huomattava etu suhteessa kanikokeisiin on niiden helppous ja objektiivisuus.
Kun ei tarvita erillista koe-elainlaboratoriota, kustannuksetkin pienenevat merkittavasti.
Kanikokeiden protokollissa ongelmia tuottavat mydés muun muassa arvioinnin subjektiivisuus,
kemikaalien annostelu painon perusteella tiheydesta riippumatta sekd standardoinnin puute
kemikaalin poistomenetelmissda (OECD 2017). Epidermismallien kayttd ihoarsytyksen
testauksessa onkin yleistynyt nopeasti viime vuosina, ja se on nykyaan selkeasti in vivo -

menetelmia yleisempi testausmenetelma (Pellevoisin ym. 2022).

4. EPIDERMISMALLIEN JA IN VIVO -MENETELMIEN
TULOSTEN VERTAILU

4.1 Kemikaalien ihoarsytystulokset

In vitro -epidermismallien ja in vivo -menetelmien vertailuun puhtaiden kemikaalien aiheuttamassa
ihoarsytyksessa valittiin nelja artikkelia. Jirova ym. (2010) tutkivat EpiSkin ja EpiDerm -mallien

tarkkuutta suhteessa kanidataan ja HPT-dataan. Sugiyama ym. (2018) vertasivat kosmetiikan
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kemikaalien aiheuttamaa ihoarsytysta EpiSkin, SkinEthic, EpiDerm ja LabCyte -epidermismalleilla
kosmetiikkavalmistajien tuottamaan kani- ja HPT-dataan. Han ym. (2020) julkaisivat
validaatiotutkimuksen nykyisin jo OECD:n hyvaksymalle KeraSkin-mallille, jossa mallin
arsytystuloksia verrattiin in vivo -menetelmilla saatuihin tuloksiin seka muihin hyvaksyttyihin
epidermismalleihin. Samantyyppinen validaatiotutkimus on julkaistu myds EPiTRI-mallista, joka

tosin ei viela ole saanut OECD:n hyvaksyntaa (Liao ym. 2021).

Tutkimusten koemenetelméat olivat melko samankaltaisia, silla kaikissa tutkimuksissa testattiin
kemikaalien aiheuttamaa ihoarsytysta epidermismalleilla, ja saatua dataa verrattin joko
tietokannoista tai samasta tutkimuksesta saatuun in vivo -dataan. Jirova ym. (2010) valitsivat
tutkittaviksi 25 kemikaalia, joiden tietokannoista saatu kanikoedata viittasi inoarsyttavyyden olevan
lahella raja-arvoa, ja joista oli aiemmilla in vitro -tutkimuksilla saatu epajohdonmukaisia tuloksia.
Tutkimuksessa kemikaalien ihoarsytysta testattiin neljan tunnin HPT:lla, ja tuloksia verrattiin
aikaisempiin arsytyskoetuloksiin EpiSkin ja EpiDerm -malleilla seka eri tietokantojen kanidatojen
keskiarvoihin (Jirova ym. 2010). Kosmetiikan kemikaalien ihoarsytystutkimuksessa puolestaan
testattiin 40 kemikaalia, joiden aikaisempi 24 tunnin kanikoedata seka 24 tunnin HPT-data kerattiin
kosmetiikkayrityksilta (Sugiyama ym. 2018). Koska HPT:lla testataan vain kemikaaleja, jotka eivat
aiheuta voimakasta arsytysta, tutkittavista kemikaaleista vain 31 testattiin inmisilla ja naistakin osaa
matalammilla pitoisuuksilla kuin kanikokeissa (Sugiyama ym. 2018). Kemikaalien arsyttavyytta
testattiin lisaksi EpiSkin, SkinEthic, EpiDerm ja LabCyte -malleilla, ja naiden testien suorittajina

toimivat mallien kehittajat ja tuottajat (Sugiyama ym. 2018).

Kummassakin uuden mallin validaatiotutkimuksissa testikemikaaleina olivat samat OECD:n
ohjeistamat 10 arsyttavaa ja 10 ei-arsyttavaa kemikaalia, jotka on aikaisemmin luokiteltu
kanikoedatan perusteella (Han ym. 2020; Liao ym. 2021). Taman lisaksi KeraSkinin tutkimukseen
otettiin 46 lisdkemikaalia, jotka oli my6s luokiteltu aikaisemman kanikoedatan perusteella (Han ym.
2020). Uuden epidermismallin virallinen hyvaksynta vaatii, ettd malli kykenee tunnistamaan
ihoarsytyksen yhta hyvin kuin aikaisemmin hyvaksytyt mallit, joten tutkimustuloksia verrattiin myoés
hyvaksyttyjen mallien tuloksiin (Han ym. 2020; Liao ym. 2021; OECD 2021). Samoin on kyettava
osoittamaan tulosten tarpeeksi suuri toistettavuus saman laboratorion eri kokeiden valilla seka eri
laboratorioiden kokeiden valilla. KeraSkinin tutkimukseen osallistui 20:n peruskemikaalin osalta 3
laboratoriota, joissa tehtiin kemikaalia kohden 3 koetta, sekd lisdkemikaalien kohdalla 2
laboratoriota, joissa kemikaalia testattin 1-2 kertaa (Han ym. 2020). EPiTRI:n tutkimukseen
puolestaan osallistui 4 laboratoriota, joissa kutakin kemikaalia testattiin vahintdan kolme kertaa
(Liao ym. 2021).

Koeasetelmien mukaiset tutkimustulokset on esitetty Taulukossa 1. Taulukossa on tutkittavien

mallien tarkkuudet, herkkyydet ja spesifisyydet suhteessa kanidataan ja HPT-dataan, mikali se oli
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tutkimuksessa ilmoitettu. Tarkkuudella tarkoitetaan tassa vertailussa sitd, kuinka suuri osuus
kyseisen epidermismallin tuottamista ihoarsytysluokituksista vastasi verrokkimenetelmilla eli
kanikokeella tai HPT:lla saatuja luokituksia. Herkkyys puolestaan kuvastaa sitd osuutta in vivo -
luokituksen mukaisista arsyttavistd testikemikaaleista, jotka epidermismalli tunnisti oikein.
Spesifisyys taas viittaa siihen osuuteen negatiivisista eli ei-arsyttavista testikemikaaleista, jotka

epidermismalli tunnisti oikein.

Taulukko 1. Puhtaiden kemikaalien ihoarsytystulosten tarkkuudet, herkkyydet ja
spesifisyydet.
Tutkimus Epidermis Malli vs kanikoe Malli vs HPT

malli
Tarkkuus Herkkyys Spesifisyys  Tarkkuus Herkkyys Spesifisyys

Jirova EpiSkin 56,5%  50,0% 66,7 % 696% 100%  65%

ym. EpiDerm  56,0%  438%  77,8% 76,0% 80 % 75 %

(2010)

Sugiy-  EpiSkin 795%  625%  91,3% 933% 80,0%  96,0%

ama ym. SkinEthic  769%  625%  87,0% 933%  80,0%  96,0%

(2018) EpiDerm  725%  500%  87,5% 90,3%  80,0%  92,3%
LabCyte 730%  400%  955% 920%  605%  100,0 %

Han ym. KeraSkin 84,4 % 98,9 % 70 % - - -
(2020) (20%)
KeraSkin 86,4 % 95,2 % 82,2 % - - -

(66)
Liao ym. EPRITRI 83 % 96 % 70 % - - -
(2021) EpiSkin** 75 % 80 % 70 % - - -
EpiDerm** 80 % 80 % 80 % - - -
SkinEthic** 85 % 90 % 80 % - - -
LabCyte™™ 77 % 82 % 70 % - - -

*Testattujen kemikaalien lukumaaréa **Tulokset kerétty muista validaatiotutkimuksista

Tuloksista selkeasti heikoimmat vastaavuudet mallien ja in vivo -menetelmien valille on saatu
Jirovan ym. (2010) tutkimuksessa. Tuloksia selittdd osin se, etta testikemikaalien valintakriteerind
on ollut niiden aikaisemmat epajohdonmukaiset in vitro -tulokset ja Iahella arsyttavyyden rajaa
olevat kanikoetulokset, kun taas hyvia tuloksia tuottaneissa EPITRI ja KeraSkin -malleissa kaytetyt

OECD:n ohjeistamat kemikaalit ovat alunperinkin selkedmpia luokitukseltaan (Jirova ym. 2010;
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Han ym. 2020; Liao ym. 2021). Jirovan ym. (2010) tuloksiin voi myds vaikuttaa se, etta tutkimus on

verrattavista tutkimuksista vanhin, joten mallit ovat voineet kehittya tutkimusten valisena aikana.

Taulukosta ndhdaan, ettd epidermismallien tarkkuus suhteessa kanin ihoon on melko korkea,
vaikkei tarkkuus yllakaan tayteen vastaavuuteen minkaan mallin kohdalla. Kuitenkin havaitaan,
ettd tarkkuus on suurempi suhteessa HPT:n tuloksiin kuin kanikokeen tuloksiin. Sama ilmi6 toistuu
myo6s herkkyyksilla ja spesifisyyksilla. Validaatiotutkimuksia lukuun ottamatta mallien herkkyys
suhteessa kanidataan on melko matala (Jirova ym. 2010; Sugiyama ym. 2018). Tama tarkoittaa
sita, ettd vain noin puolet kanille arsyttavista aineista aiheutti arsytysta epidermismalleille. Herkkyys
kuitenkin kasvaa merkittavasti, kun malleja verrataan HPT-dataan. Tulos selittyy kanin ihon
suuremmalla herkkyydelld suhteessa ihmisihoon, eli jotkin kemikaalit, jotka eivat ole arsyttavia
ihmisiholle aiheuttavat kuitenkin ihoarsytysta kanille (Jirova ym. 2010). Referenssikemikaaleilla
testatut mallit osoittivat kuitenkin suurta herkkyyttda (Han ym. 2020; Liao ym. 2021). Tama on
olennaista uusia malleja kehitellessa, silla tunnistamatta jadneet arsyttavat kemikaalit voivat
aiheuttaa huomattavan terveysriskin. Tutkimuksissa saadut spesifisyydet ovat myos melko hyvat,
mika tarkoittaa, ettd vaaria positiivisia tuloksia ei ole paljon. Myds spesifisyydet padosin kasvavat,
kun mallia verrataan kanin sijaan ihmisihoon. Kemikaalien luokittelujen perusteella epidermismallit

vastaavat siis selkeasti paremmin ihmisihoa kuin kanin ihoa.

Jotta uusi malli voi tulla OECD:n hyvaksymaksi, sen tulee saavuttaa 20:n maaratyn testikemikaalin
kanssa vahintaan 75 % tarkkuus, 80 % herkkyys ja 70 % spesifisyys (OECD 2021). EPITRI ja
KeraSkin -malleilla tarkkuus ja herkkyys ovat vaadittuja merkittavasti paremmant, mutta spesifisyys
on kummassakin tismalleen vahimmaismaaran verran (Han ym. 2020; Liao ym. 2021). Muista
malleista myds EpiSkin ja LabCyte -mallien spesifisyys on samalla tasolla (Liao ym. 2021). On
perusteltua sallia spesifisyydelle muita maareitd matalampi raja-arvo, sillda matalan spesifisyyden

tuomat vaarat positiiviset tulokset haittaavat 1ahinna tuottajia, mutta eivat aiheuta riskia kayttgjille.

OECD:n raja-arvo laboratorion sisdiselle toistettavuudelle on 90 % ja laboratorioiden valiselle
toistettavuudelle 80 % (OECD 2021). Nama toistettavuudet viittaavat siihen, kuinka samanlaisina
arsytysluokitukset pysyvat samalle kemikaalille eri kokeiden valilla samassa laboratoriossa ja eri
laboratorioissa. KeraSkinin keskiarvot olivat siséiselle toistettavuudelle 98,3 % ja laboratorioiden
valiselle toistettavuudelle 100 % (Han ym. 2020). EPiTRI-mallin vastaavat arvot olivat 100 % ja 95
% (Liao ym. 2021). My6s muut hyvaksytyt mallit ylittdvat nama rajat, joten saatujen
arsytysluokitusten voidaan luottaa olevan tietylle kemikaalille ja mallille hyvin samat eri kokeiden

valilla.



16

Kokeissa, joissa epidermismalleja verrattin sekd kanin ettd ihmisen ihoon, huomattiin
epidermismallien kuvaavan kanikokeita tarkemmin ihmisihon reaktioita (Jirova ym. 2010; Sugiy-
ama ym. 2018). Kanikokeiden tarkkuus suhteessa HPT-kokeisiin oli 56 % (Jirova ym. 2010) ja 84,6
% (Sugiyama ym. 2018), kun taas epidermismallien tarkkuudet suhteessa HPT-kokeisiin olivat 69,6
% - 76,0 % (Jirova ym. 2010) ja 90,3 % - 93,3 % (Sugiyama ym. 2018). Toisaalta kanikokeen
herkkyys suhteessa HPT-kokeeseen oli kummassakin tutkimuksessa 100 % eli kanikokeella

tunnistettiin kaikki ihmisiholle arsyttavat aineet (Jirova ym. 2010; Sugiyama ym. 2018).

Kanin ihoarsytyskokeessa on tunnetusti haasteita, jotka horjuttavat sen luotettavuutta. Ensinnakin
arsytyksen luokittelu on subjektiivista, silld arviointi perustuu vain punoituksen ja turvotuksen
kvalitatiiviseen tarkasteluun (Jirova ym. 2010). Arvioinnista myds puuttuvat osa arsytyksen
seurauksista, kuten rakkuloiden, rupien ja haavojen muodostuminen (Jirova ym. 2010). Kanikoe
on saanut osakseen kritiikkid myds sen tuottamien tulosten suuresta vaihtelevuudesta seka eri
kaniyksildiden etta eri laboratorioiden valilla (Rooney ym. 2021). Vaihtelevuutta tutkittiin tarkemmin
vertaamalla tietokannoista kemikaalien eri kanikoetuloksia keskenddn ja Ilaskemalla

todenndkdisyyksia sille, etta luokitus pysyy samana eri tutkimuksissa (Rooney ym. 2021).

Siind missa epidermismalleilla kemikaalit voidaan luokitella arsyttaviin ja ei-arsyttaviin aineisiin,
kanikokeella arsyttavia aineita voidaan luokitella valikategorioihin. Arsyttédvyys voidaan jakaa
kanikokeen perusteella EPA-kategorioihin I, I, Il ja IV tai UN-GHS-kategorioihin 1, 2, 3 ja ei
kategoriaa (Rooney ym. 2021). Naistda ensimmaiset kategoriat ovat sydvyttavia, ja IV seka ei
kategoriaa -luokitukset taas ovat ei-arsyttavia (Rooney ym. 2021). Epidermismallit eivat kykene
luotettavasti erottamaan toisistaan kategorioita Il ja Il eikd kategorioita 2 ja 3, jotka vastaavat

arsyttavia ja lievasti arsyttavia kemikaaleja (Rooney ym. 2021).

Kanikokeen toistettavuustutkimuksessa havaittiin, etta kategorioiden I, IV, 1 ja ei kategoriaa
toistettavuus oli padosin hyva, eli ne todennakdisesti luokitellaan samoin eri tutkimuksissa (Rooney
ym. 2021). Sen sijaan valikategorioissa tulos oli selkeasti heikompi. Eri kriteereilla valitut datat
antoivat kategorioille Il ja 2 toistettavuuksiksi 28,1 % - 47,8 % ja 63,6 % (Rooney ym. 2021).
Luokkien Il ja 3 toistettavuudet puolestaan olivat 42,5 % - 53,6 % ja 45,5 % (Rooney ym. 2021).
Valikategorioissa oli siis lahes yhtd todenndkoistd saada seuraavalla testikerralla eri luokitus
kokeelle kuin saada wuudelleen sama luokitus. Lievan ihoarsytyksen luokitus muuttui
todennakdisimmin ei-arsyttavaksi, kun taas kohtalaisen ihoarsytyksen luokitus muuttui
todenndkdisemmin vdhemman arsyttaviin kategorioihin, mutta monesti myds sydvyttavaan
luokkaan (Rooney ym. 2021). Kanikokeiden toistettavuus on siis merkittavasti heikompi kuin
epidermismalleilla, mutta toistettavuuksien vertailuissa tulee huomioida kanikokeiden useammat

kategoriat. Mikali kanikokeiden tulokset jaettaisiin epidermismallien tapaan vain kahteen
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kategoriaan, toistettavuus olisi merkittavasti lahempana epidermismallien toistettavuuksia, vaikkei

siltikdan yhta korkea (Rooney ym. 2021).

Kanikokeen epatarkkuuksista huolimatta uusilta ihoarsytysmalleilta vaaditaan kanikokeita
vastaavia tuloksia (Jirova ym. 2010; Rooney ym. 2021). Tama tuottaa haasteita mallien
validaatioille, silla vaikka mallit vastaisivat hyvin ihmisihoa, ne saattavat tuottaa liian erilaisia
tuloksia kanikokeisiin verrattuna. HPT-dataa on kuitenkin kanidataa vahemman saatavilla, johtuen
esimerkiksi vaatimuksista testata vain turvallisiksi tiedettyja kemikaaleja, joten vaatimus ihmisihoa
vastaavista tuloksista on hankalampi toteuttaa ja testata. Toisaalta kanikokeen herkkyyden etuna
on matala riski arsyttavan aineen tunnistamatta jaamiselle, mika suojaa kuluttajia ja tuottajia.
Kuitenkin liian suuri herkkyys aiheuttaa omat haasteensa esimerkiksi tuottajille, mikali kemikaaleja

hylatdan vaaran datan perusteella.

4.2 Laakinnallisten laitteiden ihoarsytystulokset

Epidermismallien ja in vivo -menetelmien vastaavuutta Idakinnallisten laitteiden aiheuttaman
ihoarsytyksen mallintamisessa tutkittiin vertailemalla neljaa viimeaikaista tutkimusta. Kandarova
ym. (2018) tutkivat arsyttavyyksia 4:n ja 18:n tunnin HPT:lla, ja vertasivat tuloksia aikaisempaan
ihonsisaiseen ja -ulkoiseen kanikoedataan seka aiemman tutkimuksen EpiDerm-mallin tuloksiin.
De Jong ym. (2018) toteuttivat kansainvalisen monilaboratoriokokeen, jossa arsyttavyysluokaltaan
tunnettujen polymeeristen Iaakinnallisten laitteiden materiaalien ihoarsytysta arvioitiin EpiDerm- ja
SkinEthic-malleilla. Jatkotutkimuksessa De Jong ym. (2020) tutkivat ihoarsytysta naiden mallien
lisdksi myoOs kanin ihonsisaisella ja -ulkoisella kokeella. Tutkimuksista uusimmassa Pellevoisin ym.
(2022) tutkivat laakinnallisten laitteiden lievasti arsyttavien aineiden ja uuttoon sopimattomien

aineiden ihoarsytystestausta SkinEthic-mallilla.

Puhtaiden kemikaalien ihoarsytystutkimuksiin verrattuna testimateriaaleja on kaytdssa
huomattavasti vahemman l|aakinnallisten laitteiden ihoarsytystestaukseen. Ensimmaisessa
tutkimuksessa kaytettiin neljdd polymeerien valmistuksessa kaytettavaa arsyttdvaa kemikaalia,
jotka olivat heptaanihappo, natriumdodekyylisulfaatti (SDS), Genapol X-80 ja DL-maitohappo
(Kandarova ym. 2018). Kemikaaleja testattin joko seesamidljyssa tai fysiologisessa
suolaliuoksessa, ja lisaksi testimateriaalina kaytettiin polyvinyylikloridia ja Genapol X-80:ta
sisaltdvad Y-4-polymeeria uutettuna kumpaankin liuottimeen (Kandarova ym. 2018).
Monilaboratoriokokeessa seka sen jatkotutkimuksessa puolestaan testimateriaaleina oli
polymeereja, joista osaan lisattiin polymeraatioprosessissa arsyttavia kemikaaleja (De Jong ym.
2018; 2020). Kokeissa arsyttdvind kemikaaleina olivat Genapol X-80, Genapol-X-100,
heptaanihappo seka natriumdodekyylisulfaatti, ja ndista valmistetuista polymeereista tehtiin uutteet

seesamidljyyn seka fysiologiseen suolaliuokseen (De Jong ym. 2018; 2020). Viimeisessa
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tutkimuksessa materiaaleina olivat yhndeksan kanikokeella lievasti arsyttaviksi todettua kemikaalia,
joita lisattiin eri pitoisuuksina ladkinnallisten laitteiden uutteisiin (Pellevoisin ym. 2022). Lisaksi
testattiin yhdeksaa ei-uutettavaa laakinnallisten laitteiden materiaalia, joihin lisattin vahvasti
arsyttavaa heptaanihappoa ja lievasti arsyttavaa 2-etoksietyylimetakrylaattia (Pellevoisin ym.
2022).

Testimateriaalit olivat tutkimuksissa padosin samat, joskin lievasti arsyttavien aineiden
tutkimuksessa materiaalit olivat taysin erilaiset kuin muissa tutkimuksissa, joissa kaytettiin
huomattavasti vahvempia arsyttavia aineita (Pellevoisin ym. 2022). Ei-uutettavien aineiden
tutkimuksessa pohjamateriaalit olivat myos hyvin eri tyyppisia kuin toisissa tutkimuksissa, mutta
naihin lisattavaa heptaanihappoa kaytettiin myds muissa tutkimuksissa. Kandarova ym. (2018)
tutkimuksen arsyttavat kemikaalit olivat DL-maitohappoa lukuun ottamatta samat kuin De Jong ym.
(2018; 2020) tutkimuksissa, mutta kemikaalit testattiin Y-4-polymeeria lukuun ottamatta seesamiél-
jyyn ja fysiologiseen suolaliuokseen liuotettuina nesteina eika polymeereista tehtyind uutteina. Ke-
mikaalien pitoisuudet olivat kuitenkin hyvin matalat, jotta ndma vastaisivat Idakinnallisten laitteiden
uutteissa esiintyvia pitoisuuksia (Kandarova ym. 2018). Toisin kuin puhtaiden kemikaalien ihoarsy-
tystutkimuksissa, ladkinnallisten laitteiden tutkimuksissa tuloksien kuvaamisessa ei juurikaan kay-
tetty tarkkuuksia, herkkyyksia ja spesifisyyksia vastaavia tunnuslukuja, johtuen mahdollisesti huo-

mattavasti pienemmista tutkittavien aineiden maarasta.

Kandarovan ym. (2018) tutkimuksessa kanin ihon pintatesti tunnisti arsyttavien aineiden laimeista
liuoksista arsyttavaksi ainoastaan 1 % SDS -liuoksen. Kanin ihonsisainen testi puolestaan tunnisti
kaikkien paitsi laimeimpien Genapol-liuosten arsytyspotentiaalin. 4:n tunnin HPT:lla arsytysreakti-
oita syntyi SDS-liuoksista seka yksittaisille koehenkildille myds Genapol-liuoksista. 18:n tunnin
HPT odotetusti tunnisti useammat SDS-liuokset arsyttaviksi, mutta tdssakin kokeessa muut testi-
aineet aiheuttivat arsytysreaktioita padosin vain yksittaisille koehenkildille. Sen sijaan EpiDerm-
malli tunnisti muutamaa Genapol-liuosta lukuun ottamatta kaikki kokeen arsyttavat kemikaalit. Y-
4-polymeeriuutteen arsyttavyyden tunnistivat menetelmista EpiDerm seka osa kanin ihonsisaisista
testeistd. Sen sijaan kanin ihon pintatesti ja HPT luokittelivat polymeerin ei-arsyttavaksi.
(Kandarova ym. 2018)

Koska aineita ei eettisista syista testattu ihmisilla ihonsisaisesti, on aineiden aiheuttamia reaktioita
ihonsisaisissa laakinnallisissa laitteissa vaikea maarittaa tarkasti. Talldin myds muiden menetel-
mien vertailu ihmisihon reaktioihin aiheuttaa haasteita. Kaytetyistd menetelmistd herkimpia olivat
EpiDerm-malli sekd kanin ihonsisainen testi, jotka olivat 1ahes yhta herkkia. Tutkimuksen perus-
teella EpiDerm-malli vastaa siis hyvin Iaakinnallisten laitteiden tyypillista in vivo -testausmenetel-
maa. On kuitenkin mahdollista, etta kaikki mallilla ja kanikokeella arsyttaviksi luokitellut aineet eivat
todellisuudessa aiheuttaisi arsytysta ihonsisaisesti pienten pitoisuuksiensa vuoksi, mutta toisaalta

menetelmien suuri herkkyys suojaa kuluttajaa huomaamatta jaaneilta arsytysreaktioilta.
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De Jong ym. (2018) monilaboratoriokokeessa EpiDerm ja SkinEthic -mallit tuottivat myds lupaavia
tuloksia tunnetuilla testimateriaaleilla. EpiDerm-malli arvioi ihoarsytyksen oikein 16:n laboratorion
otannan perusteella 99,7 % tapauksista fysiologisissa suolaliuosuutteissa ja 94,0 % tapauksista
seesamidljyuutteissa. SkinEthic-malli puolestaan arvioi 8:n laboratorion otannalla ihoarsytyksen oi-
kein 90.5 % tapauksista fysiologisissa suolaliuoksissa ja 98,2 % seesamidljyuutteissa. Kummankin
mallin kohdalla suurin osa vaarista luokituksista tapahtui silikoni + 25 % heptaanihappo -liuoksen
kohdalla. Liuos on aiempien tutkimusten mukaan arsyttava poolittomissa liuoksissa, eli kokeen ta-
pauksessa seesamidljyssa, ja ei-arsyttava poolisissa liuoksissa, kuten fysiologisessa suolaliuok-
sessa. Kokeessa epidermismallit kuitenkin luokittelivat liuosta jonkin verran vaarin seka seesamiol-

jyuutteena seka fysiologisen suolaliuoksen uutteena. (De Jong ym. 2018)

Monilaboratoriokokeessa laboratorion siséiselle toistettavuudelle saatiin tuloksiksi EpiDerm-mallille
99,1 % fysiologisissa suolaliuosuutteissa ja 85,3 % seesamidljyuutteissa. Vastaavat tulokset Ski-
nEthic-mallille olivat 89,3 % ja 100 %. Laboratorioiden valisen toistettavuuden tulokset olivat Epi-
Derm-mallille 100 % fysiologisissa suolaliuosuutteissa ja 92,4 % - 96,2 % seesamidljyuutteissa.
SkinEthic-mallin vastaavat tulokset olivat 89,3 % - 92,9 % ja 100 %. Kaikissa toistettavuuskokeissa

silikoni + 25 % heptaanihappo -liuos aiheutti suurimman osan poikkeamista. (De Jong ym. 2018)

Jatkotutkimuksessa De Jong ym. (2020) suorittivat viela lisatutkimuksia kanikokeilla ja samoilla
epidermismalleilla. Tutkimuksessa verrattiin SkinEthic-mallin ihoarsytystuloksia kanin ihonsisaisiin
arsytystuloksiin ja havaittiin, etta luokitukset olivat naiden valilla samat, joskin kumpikin menetelma
arvioi vaarin heptaanihapollisen silikonin arsytyksen (De Jong ym. 2020). Tutkimuksen toisessa
osiossa arvioitiin 45:n laakinnallisen laitteen materiaalin ihoarsyttavyyksia EpiDerm-mallilla ja kanin
ihonsisaisella kokeella. Kummallakin menetelmalld kaikki materiaalit luokiteltiin ei-arsyttaviksi, jo-
ten eroja ei ilmennyt epidermismallin ja kanikokeen valilla (De Jong ym. 2020). Epidermismallit
vaikuttavatkin vastaavan melko tarkasti kanin ihonsisaista koetta Idakinnallisten laitteiden ihoarsy-

tystestauksessa.

Monilaboratoriokokeen ja sen jatkotutkimuksen tulokset viittaavat mallien toimivan hyvin in vivo -
menetelmien korvaajina Iaakinnallisten laitteiden ihoarsytystestauksessa. Toistettavuus vaikuttaa
olevan hyvalla tasolla, ja paaosin tulokset olivat erittdin johdonmukaisia. Heptaanihapollinen sili-
koni aiheutti kuitenkin paljon heittelya tuloksiin. Aikaisemmassa Kandarovan ym. (2018) tutkimuk-
sessa heptaanihappo ilman silikonia aiheutti arsytysreaktion seka kanissa ettéa epidermismallissa.
Samoin jatkotutkimuksessa heptaanihappo itsessaan aiheutti positiivisen arsytysreaktion kanin
ihonsisaisessa testissa, mutta heptaanihapollinen silikoni ei aiheuttanut reaktiota kanilla eika epi-
dermismalleilla (De Jong ym. 2020). My6s monilaboratoriotutkimuksessa heptaanihapollinen sili-
koni tuotti eri kokeissa hyvin vaihtelevia tuloksia (De Jong ym. 2018). Heptaanihapollinen silikoni

saattaakin soveltua huonosti validaatiotutkimuksen positiiviseksi testimateriaaliksi.
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Pellevoisinin ym. (2022) tutkimuksessa lievasti arsyttavien aineiden ihoarsytystutkimus paljasti,
ettd SkinEthic-mallin solujen elavyys vaheni, kun lievasti arsyttavan aineen konsentraatiota kasva-
tettiin. Fysiologisessa suolaliuosuutteessa pitoisuus, jolla aine luokiteltiin arsyttavaksi, oli aineesta
riippuen 1,0 % - 10,1 % (Pellevoisin ym. 2022). Arsyttavia aineita tunnistettiin siis laakinnallisista

laitteista melko pienillakin pitoisuuksilla, mika vahvistaa menetelman olevan varsin herkka.

My®és ei-uutettujen aineiden testissa solujen elavyydet laskivat padosin konsentraatioriippuvaisesti
(Pellevoisin ym. 2022). Kun ei-uutettaviin aineisiin lisattiin heptaanihappoa 0,5 % - 1 %, solujen
elavyydet laskivat huomattavasti (Pellevoisin ym. 2022). Testissa kuitenkin havaittiin kahden ai-
neen aiheuttavan voimakkaan arsytysreaktion jo ilman arsyttavan aineen lisdémista. Kun aineisiin
lisattiin lievasti arsyttavaa 2-etoksietyylimetakrylaattia, tulokset olivat hieman epaselvempia.
Paaosin elavyydet laskivat edelleen arsyttdvan aineen konsentraation kasvaessa, mutta yksi
tayteaine tuotti negatiivisen tuloksen kaikilla konsentraatioilla, ja toinen tayteaine puolestaan
muuttui positiivisesta negatiiviseksi konsentraation kasvaessa, mutta tdma saattoi johtua
sekoitusvirheesta (Pellevoisin ym. 2022). Tutkimuksen tulokset viittaavat siihen, ettd myés ei-
uutettavien ladkinnallisten laitteiden ihoarsytysta voitaisiin testatata 1SO-protokollan menetelmin.
Kahden kaupallisesti hyvaksytyn aineen luokittelu arsyttaviksi voi viitata menetelman olevan
aiempia menetelmia herkempi. Kuitenkin tarkempaa tutkimusta tarvitaan, jotta erityisesti lievasti
arsyttavien ei-uutettavien aineiden ihoarsytystulosten johdonmukaisuus pystytaan varmistamaan

ja tarvittaessa optimoimaan menetelmaa soveltumaan paremmin tahan kayttotarkoitukseen.

Kaikissa kasitellyissa tutkimuksissa epidermismalleilla on tunnistettu suurimmaksi osaksi oikein eri
aineiden arsyttavyydet. Joitakin vaarin luokiteltuja aineita kuitenkin ilmeni, esimerkiksi tilanteissa,
joissa solujen elavyys on ollut hyvin lahella raja-arvoa. Epidermismallien luotettavuuden paranta-
miseksi solujen elavyyden rinnalle on kehitetty myo6s toisenlaisia tapoja arvioida ihoarsytysta. Lu-
paavia tuloksia on saatu muun muassa sytokiinimittauksista (Kato ym. 2020). Sytokiinit ovat vies-

timolekyyleja, jotka ohjailevat myds ihoarsytykselle tyypillista tulehdusreaktiota.

Aikaisemmat tutkimukset ovat ehdottaneet IL-1a-sytokiinin kayttda ihoarsytyksen vaihtoehtoisena
arviointimenetelmana, mutta mydhemmat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd tdma ei valttamatta
korreloi tarpeeksi solujen elavyyden kanssa (Kato ym. 2020). Kato ym. (2020) tekemassa tutki-
muksessa EpiDerm, LabCyte ja SkinEthic -malleista mitattiinkin muiden vaihtoehtoisten sytokiinien
pitoisuuksia arsyttavyysluokiltaan erilaisten aineiden lisdyksen seurauksena. Tutkimuksessa ha-
vaittiin, etta erityisesti makrofagimigraation inhibitiofaktori (MIF) voisi toimia lupaavana toisiomark-

kerina ihoarsytyksen arvioinnille (Kato ym. 2020).

Tutkimuksessa MIF:n avulla tehdyt arsytysluokitukset vastasivatkin paaosin solujen elavyyksien
perusteilla tehtyja luokituksia, kun MIF:n raja-arvoina olivat 300 ng/ml EpiDerm-mallille seka 100

ng/ml LabCyte-mallille (Kato ym. 2020). Siind missa LabCyte luokitteli heptaanihapollisen silikonin
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epajohdonmukaisesti eri testeissa, MIF:n avulla saatiin talle selkeasti positiivinen tulos seka see-
samidljyssa etta fysiologisessa suolavesiliuoksessa (Kato ym. 2020). Kuitenkin aikaisempien tutki-
musten mukaan heptaanihapollisen silikonin tulisi olla arsyttava vain poolittomissa uutteissa eli
tdssa tapauksessa seesamidliyssd (De Jong ym. 2018). Sytokiinimarkkereiden ongelmana on
myo6s niiden maaran lasku liian vahvoilla kemikaaleilla testatessa, silla mikali solut kuolevat liian
nopeasti, ei sytokiineja ehdi muodostumaan (Kato ym. 2020). MIF-sytokiinit kestivat tutkimuksen
mukaan kuitenkin suurempia arsyttavien aineiden pitoisuuksia kuin aiemmin tutkitut IL-1a-sytokii-
nit, mik& vahvistaa MIF:n soveltuvuutta ihoarsytyksen testaukseen (Kato ym. 2020). Sytokiinien
rajoitteena ovat viela lisaksi niiden erilaiset raja-arvot eri malleilla, minka vuoksi arvot pitaisi viela

erikseen tutkia ja saataa muille malleille, joille sytokiinimarkkereita halutaan soveltaa.

MIF on siis lupaava vaihtoehtoinen ihoarsytyksen toteamistapa elavyyksien tarkastelun rinnalle, ja
se voisikin auttaa etenkin tapauksissa, joissa solujen elavyydet eivat anna johdonmukaista tulosta
ihoarsytyksesta. Menetelmassa on kuitenkin vield useita haasteita, joten se vaatii yha kehitysta
ennen sen mahdollista validointia. Myds muita parannuksia malleille ja solujen elavyydelle vaihto-
ehtoisia mittaustapoja on kehitteilld, joten epidermismallit kehittynevat tulevaisuudessa yha tar-

kemmiksi ihoarsytyksen mittausmenetelmiksi.

5. YHTEENVETO

In vitro -epidermismallit ovat ihmisen keratinosyyteistd kasvatettuja keinotekoisia epidermiksia,
joita kaytetaan ihoarsytyksen testaukseen erityisesti puhtailla kemikaaleilla ja 1aakinnallisilla lait-
teilla. Rakenteeltaan mallit vastaavat melko tarkasti ihmisen epidermista, mutta siitd poiketen osa
luontaisista epidermiksen solutyypeista puuttuu malleista. Eroina ovat lisaksi epidermismalleilla
alemman ihokerroksen puute, erilainen rasvahappokoostumus ja lapaisevyys seka suurempi pak-
suus. Naista huolimatta mallien rakenne vastaa ihmisihoa paremmin kuin arsytystutkimuksissa pe-

rinteisesti kaytetty kanin iho.

Ihoarsytyksen testauksen ohjeista vastaavat puhtailla kemikaaleilla OECD:n testiohje 439 ja 1aa-
kinnallisilla laitteilla ISO-standardi 10993-23:2021. Arsyttavyys maaritellaan epidermismalleilla mit-
taamalla kemikaalille altistuneiden solujen elavyys suhteessa negatiivisen kontrollin soluihin. In
vivo -menetelmien kvalitatiivisiin arviointeihin verrattuna tdma on huomattavasti objektiivisempi mit-
tausmenetelma ja tuottaa toistettavampia tuloksia. Mallien kayttérajoitteina ovat muun muassa me-
netelmien soveltumattomuus tietyn tyyppisille aineille, kuten esimerkiksi kaasuille, sekd mahdolli-

suus vain ihon arsytyksen mallintamiseen, jolloin ulkopuolelle jaavat esimerkiksi limakalvot. Etuina
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malleilla puolestaan on niiden helppokayttdisyys ja objektiivisuus suhteessa in vivo -kokeisiin seka

kustannustehokkuus.

Puhtaiden kemikaalien ihoarsytystestauksessa epidermismallit vastaavat varsin tarkasti ihmisihon
reaktioita. Tarkkuus on saatu jopa korkeammaksi kuin kanin inokokeessa, joskin epidermismalleilla
on hieman suurempi todennakdisyys sille, etta jokin arsyttavista aineista jaa tunnistamatta. Tark-
kuuden lisaksi epidermismallien etuina suhteessa kanikokeeseen on niiden toistettavuus. Kaniko-
keiden yhtend ongelmana on niiden tuottamien tulosten suuri vaihtelevuus, mika taas on saatu

korjattua epidermismalleihin.

Laakinnallisten laitteiden ihoarsytystestaus epidermismalleilla on selkeasti uudempi tutkimus-
kohde, mika nakyy pienemmassa maarassa tutkimustuloksia. Tulokset ovat keskenaan melko sa-
manlaisia, johtuen myos testimateriaalien pienesta maarasta ja vaihtelevuudesta. Tutkimukset kui-
tenkin osoittavat, ettd epidermismallit vastaavat myoés ladkinnallisten laitteiden testauksen osalta
varsin hyvin in vivo -malleja. Tarkkuudet ovat jopa suurempia kuin puhtaiden kemikaalien testissa,
mutta tdmakin voi johtua pienemmasta testimateriaalien maarasta. Tarkea tulevaisuuden kehitys-
kohde olisikin uusien positiivisten testimateriaalien kehittdminen kattavampien tutkimustulosten
saamiseksi. Tutkimusten perusteella kokeet epidermismalleilla vastaavat melko tarkasti kanin ihon-
sisaisia kokeita, jotka ovatkin olleet tahan asti tarkeimpia mallinnusmenetelmia laakinnallisille lait-
teille. Tarkkuuksia voisi mahdollisesti parantaa entisestaan mittaamalla solujen elavyyden rinnalla

myds sytokiineja, mutta tama vaatii viela lisaa tutkimusta.

Epidermismallien rajoitteena on ennen kaikkea se, etta nailla ei kyeta luokittelemaan ihoarsytystu-
loksia eri kategorioihin. Tama rajoittaa kayttoa etenkin maissa, joiden lainsdadanto vaatii ihoarsy-
tyksen tarkan kategorian selvittdmisen. Toisaalta kanikokeissa, joissa tarkka kategorisointi on mah-
dollista, toistettavuus on huono ja arsyttavalla aineella on suuri todennakdisyys saada eri kategoria
seuraavalla testikerralla. On siis perusteltua kyseenalaistaa tarkan luokittelun merkityksellisyys. On
myo6s mahdollista, ettd epidermismalleille kyetdan tulevaisuudessa kehittdmaan keinoja ihoarsy-
tyksen tarkempaan luokitteluun. Kenties sytokiinimarkkereita tutkimalla voisi 16ytya sopivat mark-

kerit ja raja-arvot eri voimakkuuden ihoarsytyksille.

Epidermismalleja kaytetaan yleisimmin ihodrsytyksen testaukseen, mutta niilld on sovelluskohteita
my6s muun muassa ihokorroosion, valotoksisuuden, Iadkkeiden ja ihon lapaisevyyden testauk-
sissa (Dijkhoff ym. 2021). Muokkaamalla malleja esimerkiksi niiden solukoostumuksen osalta mah-
dolliset sovelluskohteet laajenevat entisestaan. Epidermismallit ovat jo nyt korvanneet pitkalti in
vivo -ihodrsytyskokeita, ja tulevaisuudessa nailla on potentiaalia korvata my6s muunlaisia elainko-

keita.
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