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Raimo Pohjanvirta ja Selma Mahiout

Kemikaalien riskinarviointi ja
lainsaadanto muutosten kourissa

Chemical risk assessment and legislation
undergoing major changes

YHTEENVETO

Kemikaalien myrkyllisyyden ja ibmisille aibeuttamien terveysriskien tieteellinen arviointi on perintei-
sesti pobjautunut kokeisiin, joissa koe-eldimid on altistettu suurille kemikaalipitoisuuksille. Menetelmis-
sd, joita on kdytetty eldinkokeiden tulosten ekstrapolaatioon ibmisten riskinarvioinnissa, on beikkouk-
sia ja ne ovat muutosten alaisia. Samanaikaisesti on toksikologian keskeinen periaate, monotoniset
annos-vastesubteet kaikilla altistustasoilla, asetettu kyseenalaiseksi. EU:ssa on REACH-asetuksen toi-
meenpanon myotd alkamassa uusi aikakausi kuluttajien ja ympdriston suojelussa kemikaalien bait-
tavaikutuksilta. REACH-asetus liscidi osaltaan vaatimuksia kebiticidi eldinkokeille vaibtoebtoisia toksi-
suuden testausmenetelmid. Muutaman viimeksi kuluneen vuoden aikana onkin otettu huomattavia
edistysaskelia tdssd subteessa, erityisesti mikroelinmallien kohdalla, mutta ndmd menetelmdit vaativat
vield liscidi validointia.

SUMMARY

Scientific evaluation of the toxicity of chemicals and the bealth risks they pose to bumans has tradition-
ally been based on data acquired from studies in laboratory animals exposed to bigh concentrations
of chemical substances. The methods used to extrapolate the findings to human risk assessment have
Slaws and are at present facing major changes. Simultaneously, the fundamental principle in toxicol-
0gy, monotonous dose-response relationships across all exposure levels, has been questioned. In the EU,
a new era is dawning in the protection of consumers and the environment from the adverse impacts of
chemicals with the implementation of the REACH regulation. One of its repercussions is an increasing
demand to develop alternative methods to animal toxicity tests. During the last couple of years, substan-
tial steps have indeed been taken to this end, especially in the form of miniature human organs-on-a-
chip systems, but the novel methodology still requires further validation.

Emme voi vilttyd altistumasta
paivittdiin monille synteettisille ja
luonnollisille kemikaaleille. Niitd
on ruoassa, ilmassa, vaatteissa ja
materiaaleissa, joita koskettelem-
me. Kemikaalien terveysvaikutuk-
set ovat kiinnostuksen ja huolen
aiheita.

Kemikaalien toksikologinen
riskinarviointi pohjautuu vaaran
tunnistamiseen ja annos-vastesuh-
teen seki altistumisen arviointiin.
Vaaran tunnistamisvaiheessa py-
ritddn loytdmiddn ja kuvaamaan
aineen aiheuttamat terveyshaitat.
Niiden riippuvuus altistusannok-
sesta (esimerkiksi mitkd vaikutuk-

sista ilmenevit jo pienilld, mitkd
taas vasta hyvin suurilla annoksil-
la) ja yksiloiden viliset herkkyy-
serot kuuluvat annos-vastesuhteen
arviointiin. Kolmas keskeinen tu-
kipilari riskinarvioinnin analysoin-
ti- ja yhteenvetovaiheessa (riskin
luonnehdinta), on mahdollisimman
oikea kisitys ihmisten altistumista-
voista, -tasoista ja -kestoista.

Tieto kemikaalien aiheuttamista
haittavaikutuksista on saatu pai-
asiassa koe-eldimilld tehdyistd
toksisuustutkimuksista, joiden
toteuttamisesta on laadittu useita
ohjeistoja. Yksi kidytetyimmistd on
kansainvilinen OECD:n ohjeis-
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e Monet kemikaalien myrkyllisyy-
den riskinarvioinnin periaatteet
ovat kokeneet tai kiymissi
lipi huomattavia muutoksia ja
uudelleenarviointeja EU:ssa.

e Kemikaaleilta vaadittavat tur-
vallisuustutkimusvaatimukset ja
vastuu aineiden turvallisuudesta
ovat muuttuneet REACH-asetuk-
sen myotd.

e Uudet in vitro -menetelmit saat-
tavat tulevaisuudessa vihentdd
eliinkokeiden merkitysti ris-
kinarvioinnin perustana tai jopa
syrjdyttdd ne.

Artikkeli saatu toimitukseen 18.6.2014.
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to. Keskeisimpid tutkimuksia on
taulukossa 1. Koe-eldinten kiytto
vaaran tunnistamisessa perustuu
oletukseen, etti kemikaalit saavat
aikaan kvalitatiivisesti samantyyp-
pisid vaikutuksia eri lajeilla, mutta
herkkyys vaikutuksille voi vaihdel-
la lajien vililla. Lahtokohtaisesti
kemikaalien oletetaan noudattavan
monotonista annos-vastesuhdetta,
jossa altistumistason noustessa
haittavaikutusten ilmenevyys po-
pulaatiotasolla ja vakavuus yksilo-
tasolla lisddntyvit. Jotta kokeiden
kustannukset pysyisivit siedet-
tavind, eldimid altistetaan tavalli-
sesti huomattavasti suuremmille
tutkittavan aineen pitoisuuksille,
kuin ihmiset normaalioloissa koh-
taavat. Tamid lihestymistapa on
perusteltu, mutta se lisdd samalla
epavarmuutta tuloksia ihmisyhtei-
s60n sovellettaessa.

Riskinarviointimallit
Laajimmin kiytetty malli siedetti-
vien altistumistasojen madrittimi-
seksi ihmisille on NOAEL-metodi
(No Adverse Effect Level), jota on
sovellettu kiaytinnossi kaikkiin
kemikaalien toksisiin haittavaiku-
tuksiin lukuun ottamatta genotok-
sisia karsinogeeneja. NOAEL-me-
netelmissd haetaan eldinkokeiden
suurin annos, jolla herkintd hai-
talliseksi luokiteltua vaikutusta
(kuvassa 1 painonkehityksen jil-
keenjdinti) ei ilmene tilastollisesti
merkitsevisti. Kun timi kerrotaan
turvakertoimella (tavallisesti 100),
minkid tarkoituksena on kattaa
lajien ja ihmisyksildoiden viliset
herkkyys- ja toksikokinetiikkaerot,
saadaan suurin tutkittavan aineen
pitoisuus, jolle ihmiset voivat sie-
dettdvisti altistua piivittdin koko
elinikdnsd ajan. Tastd kidytetddn
nimitystd ADI (Acceptable Daily
Intake) puhuttaessa esimerkiksi
elintarvikkeiden lisdaineista tai
torjunta-aineista ja TDI (Tolerable
Daily Intake) ympdriston haittake-
mikaalien osalta.
NOAFL-menetelmilld saatu raja-
arvo riippuu ryhmikoosta ja an-
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TAULUKKO 1 TABLE
Keskeisimpid koe-eldimilld tebtdvid toksisuustutkimuksia.

Key toxicity tests conducted in laboratory animals.

Koeryyrpi Kokeen kesto  Tavoite Hinta (€)!
Type of test Test duration ~ Goal Price (€)
Toksikokinetiikka Piiivid—viikkoja  Kemikaalin kﬁKﬁdytyminen elimistdssi 100 000
Toxicokinetics Days—weeks  Behaviour of the chemical in the body

Akuutti oraalinen toksisuus 2 vk Myrkyllinen kerto-annostaso 2 000
Acute oral toxicity 2 weeks Toxic single dose level

Subakuutti oraalinen toksisuus 4 vk Annostasot pitkdaikaiskokeisiin 70 000
Subacute oral toxicity 4 weeks Dose levels for long-term studies

Subkrooninen oraalinen 3 kk Toksisuuden kohde-glimet 190 000
toksisuus 3 months Toxicity target organs

Subchronic oral toxicity

Krooninen oraalinen 2v NOAEL, fumorigeenisyys 1410 000
toksisuus /karsinogeenisuus 2 years NOAEL, tumorigenicity

Chronic oral toxicity/

carcinogenicity

Kahden sukupolven 8 kk Reproduktio- jo kehitystoksisuus 510 000
reproduktiotoksisuus 8 months Reproductive and developmental toxicity
Two-generation reproduction

toxicity

nosvilien laajuudesta eikid hyodyn-
ni annos-vastesuhdetta ja on siten
pikemmin kvalitatiivinen kuin
kvantitatiivinen riskinarviointime-
todi. TAmédn vuoksi EU:ssa ollaan
ottamassa enenevissd mairin kiyt-
toon BMDL-metodia (Benchmark
Dose Lower Confidence Limit).>*
Myo0s siind haetaan herkin haitta-
vaikutus, mutta pysyttaydytiin sen
annos-vastekdyrilld hyviksymilld
tietty pieni vasteen esiintymisfrek-
venssi (esimerkiksi 5 tai 10 %).
Tamin vastetaajuuden ja herkim-
min haitan annos-vastesuhteen
95 %:n luottamusvilin alemman
kayrin leikkauspiste kertoo BMDL-
arvon, josta voidaan edelleen
johtaa ADI tai TDI turvakertoimen
avulla kuten NOAEL-metodissakin.
Vaikka NOAEL- ja BMDL-menetel-
mit eroavat merkittdvisti, niiden
antamat raja-arvot ovat tavallisesti
lahelld toisiaan? (kuva 2), joten
aiemmin NOAEL-menetelmilld

saatuja raja-arvoja ei ole pdidsiin-
toisesti tarpeen muuttaa.

Genotoksiset karsinogeenit

Kemialliset aineet tai fysikaaliset
tekijat, esimerkiksi radioaktiivinen
siteily, jotka aiheuttavat syopii
vaurioittamalla solujen perimiai-
nesta, muodostavat erityisryhmin
toksikologisen riskinarvioinnin
kannalta. Niiden lihtokohtana
on nikemys, ettd yksittdinenkin
vaurio DNA:ssa voi olla kohtalokas
ja johtaa syovin kehittymiseen.
Tdma juontaa juurensa Nobel-pal-
kitun tutkijan H.J. Mullerin havain-
noista 1920-luvulla: rontgensateily
aiheuttaa banaanikirpisille mutaa-
tioita ilman nikyvii kynnysarvoa.’
Tdmin vuoksi NOAEL-menetelmid
ei voida kiayttid, vaan tavoitteena
on laskea altistumistasot mah-
dollisimman alas. Koska nollata-
soa ei esimerkiksi taloudellisista
syistd ole mahdollista saavuttaa,
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Kuva 1

KUVA 1 FIGURE

NOAEL-annoksen mdcdritidminen. Umpinaiset ympyrdt: tilastollisesti
merkitsevd ero kontrolliin verrattuna. Avoin ympyrd: ei-merkitsevdi ero.

Determination of the NOAEL dose. Closed circles: statistically significant
difference vs. control. Open circles: non-significant difference.

aiemmin on hyviksyttdvind al-
tistumistasona pidetty pitoisuutta,
joka log-lineaarisesti eldinkokeiden
tuloksista ekstrapoloimalla aihe-
uttaa yhden lisddntyneen syopi-
tapauksen miljoonaa altistunutta
ihmista kohden (kuva 3). Tillainen
riskinarviointi on ongelmallista
erityisesti siksi, ettd eldinkokeissa
vaaditaan tilastollisesti merkit-
sevain muutokseen syopiinsi-
denssissd vahintiin 5-10 %:n
lisdys kontrollifrekvenssiin nihden.
T4lloin arvioinnissa joudutaan
hakemaan 5-6 kertaluokkaa pie-
nempid insidenssid vastaavaa
altistumisannosta ilman varmaa
tietoa annosvastesuhteesta tilld
alueella. Euroopan elintarviketur-
vallisuusvirasto EFSA onkin idsket-
tdin padtynyt ottamaan kidyttoon
uuden MOE-menettelyn (Margin
of Exposure).®” Siini BMDL-me-
netelmilld eldinkokeista saatua
10 %:n syopdinsidenssin lisdystd
vastaavaa altistumistasoa verrataan
ihmisten todelliseen altistumiseen.
Jos ero pitoisuuksien vililld on alle
10 000, on syytd ryhtyd korjaaviin

toimenpiteisiin. T4lloin ei tarvitse
valita, onko lineaarinen vai jokin
muu matemaattinen malli oikea
tapa ekstrapoloida eldinkokeen
tulokset ihmisyhteisoon. Uusi kiy-
tintd myos yhtendistdd eri ter-
veyshaittojen arviointimenetelmii
ja mahdollistamalla turvamargi-
naalien vertailun eri kemikaalien
vililla auttaa suuntaamaan toi-
menpiteet merkittivimpiin riski-
tekijoihin. MOE ei sindnsid mittaa
riskin suuruutta, vaan kertoo siit4,
kuinka vakavaan huolestumiseen
kemiallinen tekija antaa aihetta.”

Poikkeavat annosvasteet

Vaikka suurin osa kemikaalien
aiheuttamista haittavaikutuksista
nayttdd noudattavan monotonista
annosvasteisuutta, toisin sanoen
ne voimistuvat annoksen kasvaes-
sa, on kauan tiedostettu, ettd poik-
keuksen tihin siintdoon tekevit
aineet, jotka ovat vilttimattomia
(esimerkiksi hivenaineet ja vita-
miinit). Niilli optimitaso on vaih-
televan laajuinen, tavallisesti varsin
kapea pitoisuusvili ja poikkeamat
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tastd kumpaan suuntaan hyvinsi
ovat haitallisia, joskin yleensi eri
vaikutuksin. Viime vuosina on
kertynyt niyttoi siitd, ettd klassi-
sessa annosvasteessa esiintyy myos
muuntyyppisid poikkeamia. Usei-
den haitallisina pidettyjen kemi-
kaalien on pienilld, alle kynnysar-
votason jddvilld, altistusannoksilla
havaittu paradoksaalisesti vihen-
tavin sairastuvuutta. Kemikaalien
haittavaikutukset kehityshiirididen
ja syopdinsidenssin lisdidntymisestd
entsyymiaktiivisuuksien ja vasta-
ainetuotannon heikkemiseen ovat
osoittaneet kiinteistd taipumusta
altistusten jilkeen. Ilmiostd kayte-
tidn nimitystd hormeesi. Hormeesi
ei kuitenkaan koske yksinomaan
kemiallisia aineita, vaan se voi-
daan ymmirtid kohentuneena
vastustuskykynid monentyyppisille
stressitekijoille, kemikaalien ohella
esimerkiksi radioaktiiviselle sitei-
lylle.® My0s lievien limposhokkien
on havaittu voivan pidentii eri eli-
oiden elinikdd.” Hormeesi niyttdd
olevan riippumaton biologisesta
mallista (solu, kudos, yksilo, laji:
kasvi vai nisikis), mitattavasta
haittavaikutuksesta ja kemiallisesta
tai fysikaalisesta aiheuttaja-agens-
sista. Se on dllistyttivin yleinen:
tahidn saakka analysoiduista yli
9000 annosvasteesta se ilmeni
suurimmassa osassa.' Hyoty on
sindnsd melko pieni, tavallisesti
maksimissaan 30-60 % verrattuna
altistumattomiin verrokkeihin, ja
saavuttaa huippunsa keskimiirin
viisi kertaa NOAEL:4 pienemmalld
pitoisuudella.! Hormeesin toden-
nikoisend selitykseni pidetidin lie-
vien stressitekijoiden aiheuttamaa
stimulaatiota tai ylikompensaatiota.
Mielenkiintoinen yksityiskohta
on, ettd vaikka happiradikaalien
aiheuttamaa oksidatiivista stressii
pidetiian keskeisenid syyni ikdin-
tymiseen liittyvddn elintoimintojen
rappeutumiseen, silli voi myos
olla avainrooli energiavajauksen
elinikdi pidentavissa vaikutukses-
sa mitokondrioiden tehostuneen
toiminnan kautta.'?
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Kuva 2

KUVA 2 FIGURE

Referenssiannoksen (BMD) mdidrittdiminen BMDL-menetelmdlld saman
eldinkokeen tuloksista kuin kuvassa 1.

Determination of the reference dose (BMD) by the BMDL method from

the same data as in Fig. 1.

Hormeesin ohella toinen viime
aikoina vilkkaan tutkimuksen
kohteena ollut poikkeuksellinen
annosvasteisuus koskee hormoni-
hiirikkojd eli aineita, jotka kiyttiy-
tyvit elimistdssd jonkin hormonin
tavoin tai hiiritsevit muutoin eli-
miston endokriinistd jirjestelmii.
Tutkituimpia ovat dioksiinit, PCB-
aineet, brominoidut palontorjun-
ta-aineet, muovin pehmentimet
(kuten ftalaatit ja bisfenoli-A) seki
erdit torjunta-aineet. Tavallisin
hormonaalinen vaikutustapa on
estrogeenisuus (tai joskus antian-
drogeenisuus). Hormonih4irikoi-
den annosvastekiyri saattaa muis-
tuttaa kolmannen asteen funktion
kuvaajaa, joskin ilmit on edelleen
kiistanalainen. Hormonaalisen
vaikutuksen huippu (paikallinen
maksimi) saavutettaisiin tilldin jo
varsinaisten toksisten vaikutusten
kynnysarvoa pienemmilld altistu-
mistasoilla ("low-dose toxicity”).
Hormonihiirikot voivat olla hii-
rikkdja myos toksikologisen riskin-
arvioinnin kannalta, silld perintei-
nen NOAEL-arviointimenettely ei
niitd kata, koska siinid kiytettavit
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annokset ovat liian suuria, eikid
lineaarinen ekstrapolaatio niihin
sovi.’* Osa hormonihiirikkojen
vaikutuksista voi olla vaikeasti
todettavia, kuten hermoston lievit
kehityshdiriot ja kidyttdytymismuu-
tokset' samoin kuin vaikutukset,
jotka in utero -altistuksen jilkeen
ilmenevit vasta aikuisialla.” Lisdksi
rajanveto vihiisen adaptiivisen
muutoksen ja todellisen haitta-
vaikutuksen vililli on monesti
pulmallista.’ Erityisesti estrogeenin
kaltaiset aineet ovat ongelmallisia,
koska niitd esiintyy erittdin ylei-
sesti niin ympdristdn vierasaineina
(ksenoestrogeenit) kuin ravinto-
kasveissakin (fytoestrogeenit). Kun
edellisii on pidetty pelkistiin
haitta-aineina, jalkimmiisten on
nihty olevan terveydelle suotui-
sia. Fytoestrogeenien mahdollisiin
terveysriskeihin on alettu kiinnitti4
huomiota.!®

Ybteisvaikutukset

Nykyvaatimuksien mukaan kukin
kemikaali on tutkittava erikseen.
Esimerkiksi torjunta-aineiden teho-
aineista on perinteisesti edellytetty

kattavan monipuolisia toksisuus-
tutkimuksia mutta itse valmisteista
vain joitakin lyhytaikaistesteja.
Kemikaalien tutkiminen pelkistdin
yksilollisesti helpottaa tulosten
tulkintaa ja vihentdd kustannuk-
sia, mutta heikentdi tulosten so-
vellettavuutta ja yleistettavyytti,
silld kdytinnodssd ihmiset altistuvat
tavallisesti useiden aineiden se-
oksille. Seosvaikutukset ovatkin
nousseet viime vuosina toksiko-
logisessa riskinarvioinnissa esille
Euroopan komission asiantuntija-
elimissd'” ja EFSA:ssa."

Yhteisaltistuksessa kemikaaleilla
voi ilmetd annos- tai vasteadditiivi-
suutta, synergismid, potentiaatiota
tai antagonismia. Riskinarvioinnin
kannalta huolestuttavin yhteisvai-
kutuksen muoto on synergismi (ja
sen erikoistapaus potentiaatio).
Talloin yhdistelmd on myrkylli-
sempi kuin komponenttien poh-
jalta voidaan ennustaa. Onneksi
synergismi nidyttid olevan melko
harvinaista ja ilmenevin usein
vasta suurilla altistuksilla. Sen tuot-
tama kokonaisvaikutus on lisidksi
harvoin yli 10 kertaa suurempi
kuin additiivisuuden (summavai-
kutuksen) perusteella on odotetta-
vissa."” Lisd4 tutkimuksia aiheesta
tarvitaan.

Kemikaalilainsddddnnon uu-
distus EU:ssa: REACH
Koska kemikaalien haittavaiku-
tusten tutkiminen on kallista ja
aikaavievii, viranomaisvalvon-
ta kohdistui aiemmin pididasiassa
vain keskeisimmiksi katsottuihin
kemikaaliryhmiin, kuten lddke- ja
torjunta-aineisiin seki elintarvikkei-
den lisdaineisiin. Ennen vuotta 1981
ehti markkinoille tulla noin 100 000
kemiallista ainetta, joille ei ollut
asetettu ennakkotutkimusvaatimuk-
sia. Vuoden 1981 ja 2000-luvun
alun vilissd kehitetyiltd noin 3800
kemikaalilta testaamista vaadittiin,
miki lisdsi niiden tuotantokustan-
nuksia ja vaaristi kilpailua.

EU:ssa siirryttiin uuteen vaihee-
seen 2007, jolloin astui voimaan
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Kuva 3

KUVA 3 FIGURE

Esimerkki hyviksyttdvdn ibmisten altistumispitoisuuden ekstrapolaati-
osta eldinkokeen sydpdinsidenssituloksista, kun kyse on genotoksisesta

karsinogeenista.

An example of the extrapolation of an acceptable human exposure level
from animal cancer incidence data in the case of a genotoxic carcino-

gen.

kemikaalien rekisterointid, arvioin-
tia, lupamenettelyi ja rajoituksia
koskeva asetus REACH (Registra-
tion, Evaluation, Authorisation
and Restriction of CHemicals; [EY]
1907/20006). Siind vastuu kemi-
allisten aineiden turvallisuudesta
siirrettiin viranomaisilta valmista-
jille ja maahantuojille. REACH:ss4
noudatetaan varovaisuusperiaatet-
ta, jonka mukaan kemikaaleilla on
lahtokohtaisesti riskimahdollisuus
ja kemikaalien tuottajilla on velvol-
lisuus osoittaa niiden turvallisuus.
Jo kiytossi olevista kemikaaleista
kaikki yli 1000 kg vuodessa tuo-
tettavat tai EU-alueelle tuotavat
aineet on rekisteroitivi, ja re-
kisterdinnin kiireellisyys riippuu
porrastetusti tuotantomadristd.
Vuoden 2018 toukokuun loppuun
mennessd tulee myos vihiten kii-
reellisten, 1-100 t vuodessa tuotet-
tavien kemikaalien, olla rekisteroi-
tyja. Kaiken kaikkiaan rekisteriin
odotetaan pdidtyvin noin 30 000
"vanhaa” kemikaalia. Lisiksi kaikki

uudet aineet on rekisterditivi,
ennen kuin niitd saadaan valmis-
taa, tuoda markkinoille tai kiyttia.
Rekisterdinnin tarkoituksena on
keritd tietoa kemiallisten ainei-
den ominaisuuksista ja varmistaa
turvallinen kaytto.

Kemikaaleilta vaadittavat tok-
sisuustutkimukset on porrastettu
kiayttomiidrien mukaisesti. Suurin
osa tutkimuksista on edelleen
eliinkokeita, vaikka REACH:n
yhteni tavoitteena on vihentidi
selkidrankaisilla tehtidvid testejd.
Testaukseen tarvittavien eldinten
midrad pyritdan kuitenkin vi-
hentimiin. Kemikaalien paillek-
kiistestaamisen vilttimiseksi on
perustettu rekisterdijien tietojen-
vaihtofoorumi, jossa samaa ainetta
valmistavien yritysten on saatettava
toistensa tiedoksi olemassa olevat
tutkimukset ja sovittava uusista
tutkimuksista. Kemikaaleilla ei saa
tehd4d uusia selkdrankaistesteji,
ennen kuin testaussuunnitelma
on hyviksytty. Talld pyritidn vilt-
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timéddn turhia ja huonosti suun-
niteltuja selkidrankaiskokeita sekd
maksimoimaan jokaisesta uudesta
kokeesta saatava tieto.

Oman erityisryhminsd muo-
dostavat ihmisten terveydelle ja
ympiristolle erityistd huolta aihe-
uttavat aineet. Edellisid ovat karsi-
nogeeniset, mutageeniset ja repro-
duktiotoksiset aineet, jilkimmaiisia
hitaasti hajoavat, biokertyvit ja
myrkylliset aineet. Jilkimmaisista
on erotettu omaksi ryhmikseen
erittdin hitaasti hajoavat ja erittdin
voimakkaasti bioakkumuloituvat
aineet. Erityistd huolta aiheutta-
viksi aineiksi voidaan tunnistaa
myos aineita, joiden muunlaisista
todenndkoisistd, vakavista vaiku-
tuksista ihmisten terveyteen tai
ympdaristoon on tieteellisid todis-
teita. Nimi vaaralliset kemikaalit
liitetd4dn luvanvaraisten aineiden
kandidaattilistaan, jonka tavoit-
teena on kannustaa korvaamaan
listalla olevia aineita vihemmin
haitallisilla aineilla tai tekniikoilla,
jos sellaisia on tiedossa. Kandi-
daattilistan aineita saa edelleen
kiyttid, mutta niitd voidaan myos
siirtdd lupamenettelyn piiriin, jos
katsotaan, ettd niiden aiheuttami-
en terveys- tai ympiristoriskien
hallinta vaatii erityisti huomiota.
Lupamenettelyn piirissi olevia
aineita ei saa kiyttdi ilman lupaa,
joka voidaan kuitenkin myontii
kayttotapakohtaisesti hyoty—haitta-
arvioinnin perusteella.

Kemikaalien rekisterointiasia-
kirjat arvioi Helsingissi sijaitseva
Euroopan Kemikaalivirasto ECHA,
joka kiy lipi vihintddn 5 % kai-
kista rekisterodintihakemuksista
ja varmistaa, ettd ne ovat vaati-
musten mukaisia. EU:n jisenmaat
puolestaan tekevit riskinarvioita
valitsemistaan aineista joko ko-
konaisuudessaan tai vain tiettyjen
ominaisuuksien kuten syopdvaa-
rallisuuden osalta. ECHA:n tai
jasenmaan perustellusta esityksesti
aineen valmistusta, markkinoille
saattamista ja kidyttdod voidaan ra-
joittaa, jos on aihetta epdiilld sen

583



Suomen Eldinlddkirilehti

2014, 120, 9

voivan aiheuttaa ihmisten tervey-
delle tai ympiristolle riskin, joka
ei ole riittdvin hyvin hallinnassa.

REACH ei koske sellaisia ke-
mikaaliryhmii, jotka on sdddelty
erikseen (esimerkiksi kasvinsuo-
jeluaineet, biosidit, liikkeet ja
eldinlddkkeet, elintarvikkeiden lisid-
ja aromiaineet, rehujen lisdaineet,
radioaktiiviset aineet, geneettisesti
muunnellut organismit). Se ei
myoskiidn koske valmiita tuottei-
ta, vaan niiden ainesosia mukaan
lukien lisdaineet ja epdpuhtaudet.

Eldinkokeiden uudistaminen

Eldinkokeisiin tukeutuva toksi-
suuden riskinarviointimenettely
pohjautuu nikemykseen, ettd sel-
kirankaiset ja eritoten nisikkait
ovat evolutionaarisesti saman-
kaltaisia. Tétd tukee selvitys 150
uuden lddkeaineen toksisuustut-
kimuksista. Prekliinisissd testeissd
havaittu elintoksisuus oli yhti-
pitdviad koe-eldimen ja ihmisen
vililla valtaosassa tapauksista.®
Kun kaikki lajit otettiin huomi-
oon, positiivisten 10ydosten yhte-
nevyys oli 71 %, jyrsijoilld yksin
tosin vain 43 %. Yhtipitivyys oli
suurinta hematologisten, gastroin-
testinaalisten ja kardiovaskulaa-
risten haittojen osalta (80-95 %),
viahiisintd ihotoksisuuden osalta
(35 %). Tamakiym.?' totesivat, etti
48 % haitallisista lddkeainereakti-
oista on ennakoitavissa kattavan
prekliinisen turvallisuusarvioinnin
perusteella. Yhdenmukaisuus oli
vahvin applikaatiokohdan reakti-
on, hematologisten ja okulaaristen
haittavaikutusten suhteen (72-86
%), heikoin lihaksiston tai luuston
sekd neurologisten haittojen osalta
(8-26 %). Schardein ym.? testasi-
vat 51 ihmiselle kehityshiirioitd
aiheuttavaa ainetta eri eldinlajien
vililld: yli 90 % aineista aiheutti
vastaavan vaikutuksen myos rotal-
la ja/tai hiirelld. Tutkimukset osoit-
tavat, ettd eldinkokeiden herkkyys
haittavaikutusten mittaamisessa
on usein hyvi. Esimerkiksi kaikki
tunnetut ihmiselle karsinogeeniset
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aineet ovat sitd myos yhdelle tai
useammalle koe-eldinlajille.?>%
Eliinkokeiden ennustavuus kui-
tenkin vaihtelee, silli suuri herk-
kyys voi tuottaa virhepositiivisia
tuloksia. Eri koe-eldinlajeilta tun-
netaankin vain niille ominaisia tai
muuten ihmiselle epirelevantteja
syovian syntymekanismeja, jotka
riskinarvioinnissa tulee ottaa huo-
mioon.” Toisaalta ainakin kehitys-
toksisuuden osalta tulokset ovat
vakuuttavia: laajassa meta-analyy-
sissd eldinkokeen ennustavuus oli
positiivisissa tapauksissa 75-100 %
ja negatiivisissa 64-91%.%

Perinteisessd muodossaan eldin-
kokeet ovat tyoldita, aikaa vievid
ja kalliita, mikd yhdessi koe-eldin-
ten kiayton vihentimistavoitteen
(3R=replacement, reduction, re-
finement) kanssa on pakottanut
kehittimdin pienimuotoisia ja
lyhyempii testeji. Esimerkiksi
kahden sukupolven reproduktio-
toksisuuskokeen tilalle on esitetty
jatkettua yhden sukupolven testid,
ja selvitykset ovat menossa siiti,
voiko kaksivuotisen karsinogee-
nisuuskokeen (joka yleensd on
yhdistetty krooniseen toksisuus-
kokeeseen) korvata 6 kuukauden
mittaisella testilld.* Akuutissa tok-
sisuuskokeessa tarvittava eldin-
miird on myos vihentynyt alle
puoleen. Joissakin tapauksissa
tutkimuksiin voidaan nisikkiiden
asemesta kiyttdd alempia selkidran-
kaisia. Niistd suosituimmaksi lajiksi
on kohonnut seeprakala, jolla
kemikaalien toksisuusprofiilit ovat
samankaltaisia kuin nisiakkailld.?”
Toisaalta silld nayttid esiintyvin
runsaasti virhepositiivisia ja -ne-
gatiivisia 10ydoksid, jotka pitkilti
selittyvit toksikokineettisilld teki-
joillz, 2

Vaibtoebtomenetelmdit

OECD:n ohjeiston mukaiset
eliinkokeet pyrkivit 16ytimiin
tutkittavien aineiden keskeiset
haittavaikutukset ja toksisuuden
kohde-elimet, mutta ne eivit yleen-
sd paljasta aineiden vaikutustapoja

tai -mekanismeja. Lisdksi niiden
eettisyys asetetaan nykyaikana
yhid useammin kyseenalaiseksi.
Tdmin vuoksi on riskinarviointiin
pyritty kehittimidin korvaavia
menetelmii.

In vitro -metodit ovat potentiaa-
lisesti soveltuvia, silli jos tutkimuk-
set voitaisiin toteuttaa ihmissoluil-
la tai -kudoksilla, lajienvilisestd
ekstrapolaatiosta pidstiisiin eroon.
Ne olisivat myos ennustavam-
pia sellaisissa tapauksissa, joissa
haittakemikaalin metabolia eroaa
ihmiselld ja koe-eldinlajeilla tai
joissa kyse on ihmisspesifistd vai-
kutuksesta. Toisaalta vaihtoehtoi-
sissa menetelmissi on omat on-
gelmansa. Perinteinen soluviljelma
ei vastaa eliviad kudosta, jossa
solutyypit ovat vuorovaikutuk-
sessa keskeniin, puhumattakaan
kokonaista elimistod, jossa ne-
uraalinen ja endokriininen siditely
ovat tirkeitd. Jatkuvien solulinjojen
ongelmana on puutteellinen vie-
rasainemetabolia. Primaarisoluis-
sakin vierasaineita metaboloivien
entsyymien pitoisuudet vihene-
viat vaihtelevasti.?” Parhaimmilta
vaikuttavat embryonaaliset tai
indusoidut pluripotentit kantasolut,
joita voidaan erilaistaa halutuiksi
solutyypeiksi ja jotka nidyttavit
sdilyttivin metabolisen kompe-
tenssinsa.*

Riskinarvioinnin osa-alueista so-
lutestin hydodyntdminen on eden-
nyt merkittiviin asemaan muta-
geenisuuden ja genotoksisuuden
tutkimisessa. Amesin testi, jossa
mitataan kemikaalien vaikutusta
takaisinmutaatiofrekvenssiin gee-
niteknologisesti kisitellyilld Sal-
monella typhimurium -kannoilla,
kuuluu vaadittaviin toksisuustutki-
muksiin. T4td [dhinnid pistemutaa-
tioita mittaavaa testid tiydentivit
lukuisat DNA:n tai kromosomien
vaurioitumista indikoivat in vitro
-testit.’! Niiden heikkoutena on
suuri virhepositiivisten tulosten
maird, minkd vuoksi positiiviset
tapaukset on aiemmin verifioitu
in vivo -tutkimuksilla. Kosmetiik-



Suomen Eldinlddkirilehti

2014, 120, 9

kaan kehiteltivien kemikaalien
osalta timd ei EU:ssa kuitenkaan
endid ole mahdollista (asetus [EY]
1223/2009).
Genotoksisuustestien ohella
OECD:n ohjeistoon on tihin men-
nessd hyviksytty eliinkokeita
korvaavia, validoituja menetelmii
iho- ja silmi-drsyttivyyden tai —
syovyttivyyden, iholipiisevyyden
seki valotoksisuuden tutkimiseen.
Kemikaalien endokriinisten vaiku-
tusten arviointiin on saatavilla in
vitro -testi estrogeeniselle, (anti-)
androgeeniselle ja steroidoge-
neesivaikutukselle nisikkiilld tai
kaloilla. Kilpirauhashormonivai-
kutukselle sellainen on tulossa.’
Muita eldinkokeettomia menetel-
mid ovat in silico -rakenne-aktii-
visuusanalyysit, joissa tavoitteena
on todentaa tietokoneohjelmien
avulla kayttokelpoisia molekyy-
lirakenteellisia "hilytyskelloja”
vaaran indikaattoreiksi, ja fysiolo-
gia-perustaiset mallit kemikaalien
kineettisten vaiheiden ennakoimi-
seksi seki in vitro -pitoisuuksien ja
in vivo -annostasojen vertailuun.*
Eri "omiikka”-tekniikat (transkrip-
tomiikka, proteomiikka, lipido-
miikka, metabolomiikka) edustavat
systeemibiologian suuntausta, jolla
voidaan selvittii suuren tulosdatan
avulla keskeiset aineenvaihdun-
ta- tai signaalinvilitysreitit, joihin
toksisuus kohdistuu. Ne vaativat
kuitenkin pitkille vietyi erityis-
osaamista ja voivat turhankin herk-
kin4 tuottaa epirelevanttia tietoa.?
Ehki lupaavin uusi tutkimus-
suunta perustuu erilaisten solu-
jen ja jopa kudosten fysiologista
yhteydenpitoa jiljittelevin vuo-
rovaikutuksen mahdollistavien
kolmiulotteisten soluviljelyme-
netelmien kehitykseen. Yksin-
kertaisimmillaan erilaisia soluja
voidaan viljelld yhdessi niiden
vuorovaikutukset siilyttien. Eri
solutyypit kasvavat levyilld kukin
omissa kaivoissaan, mutta kaivoja
yhdistdd sama elatusaine.’* Niin
saatetaan esimerkiksi altistaa ekst-
rahepaattisia soluja hepatosyyteissi

muodostuneille kemikaalin me-
taboliiteille. Tama ei kuitenkaan
vastaa in vivo -tilannetta, jossa
hepatosyyttien lisiksi kemikaalin
vaikutukset maksassa kohdistuvat
(usein vastetta modifioiden) myos
muihin soluihin, kuten Kupfferin
soluihin, tihti- ja endoteelisoluihin.
Aito kudosviljelmi sidilyttda solu-
jen alkuperiiset asemat toisiinsa
nihden, mutta koska ravinteet ja
happi siirtyvit sisikerroksiin vain
diffundoitumalla, kudospalojen on
oltava hyvin ohuita, ja ne siilyvit
hengissd vain vajaan viikon.?

Uudet mikroelinmallit

Ratkaisun niihin ja useimpiin in
vitro -tekniikoita vaivaaviin ongel-
miin saattaa tuoda mikrofluidiik-
ka. Soveltamalla samanaikaisesti
kinnykoiden piirikorttien ja ka-
pillaarielektroforeesin periaatteita
biologiaan on kyetty luomaan in
vitro -malleja ihmisen elimistd ja
jopa elinjirjestelmistd. Niistd kiy-
tetian termid “organs-on-chips”.
Pehmein litografian avulla mik-
rofabrikoimalla on voitu tuottaa
kriittisten biologisten rajapintojen
(esimerkiksi endoteeli, veriaivo-
este, suoliepiteeli, iho) toiminnan
oikein mallintavia mikropreparaat-
teja, jotka sallivat kudoksiin koh-
distuvien dynaamisten rasitusten
(hengitysliikkeiden, peristaltiikan,
ihon kiristymisen, verisuonten
sisipinnan hankautumisen ja niin
edelleen) vaikutuksen jiljittelemi-
sen ja tutkimisen.’® Esimerkiksi
toiminnallinen keuhkomalli saa-
daan siten, ettd polydimetyylisi-
loksaanista (PDMS) koostuvalle
taipuisalle membraanille etsataan
mikrokanavia joidenkin mikro-
metrien vilein ja pidillystetidn ne
sopivalla ekstrasellulaarimatriksilla
(kuten kollageeni), minki jalkeen
vierekkiisiin kanaviin siirretdin
kasvamaan ihmisen endoteeli- ja
alveolaariepiteelisoluja. Kun kum-
matkin solut ovat muodostaneet
intaktin yksisolukerroksen, kapil-
laariverkostoon kierritetidn kei-
noverta tietokoneen sditelemilld

virtausnopeudella ja paineella.
Alveolipuolelle taas johdetaan
ilmaa pumpun avulla, miki saa
preparaatin jiljittelemididn hen-
gitysliikkeitd luomalla rytmisen
vakuumin suurempiin reunakam-
mioihin. Tdmi aiheuttaa mekaa-
nista venymistd ja supistumista
solumatoissa, juuri kuten tapahtuu
keuhkoissakin. Samalla alveoli-
solut alkavat tuottaa surfaktanttia
ja vahvistavat soluvililiitoksiaan
keuhkojen tapaan. Kun alveoli-
ilmaan pidstetidn bakteereja tai
pienhiukkasia, suonikanavissa
kiertivain nesteeseen lisityt tu-
lehdussolut reagoivat fysiologisesti
tunkeutumalla endoteelin lipi ja
erittimalld sytokiineja; keuhkoode-
ma voidaan puolestaan aiheuttaa
interleukiini-2:n avulla.’*¥
Vastaavassa munuaissirussa ko-
koojatiehyiden epiteelisolut erilais-
tuvat tiaydellisesti ja polarisoituvat.®®
Ohutsuolimallissa taas nesteen
peristalttinen liike indusoi ihmisen
kolorektaali-solulinjan solut tuotta-
maan villuksia ja kryptoja, jolloin
nithin my6s palautuu niistd hivin-
nyttd metabolista kapasiteettia,” ja
normaaliin suoliflooraan kuuluvien
laktobasillien lisniolo tehostaa
suolen solujen toimintaa.* Sy-
didnpreparaatin lihassolut saadaan
sykkimiin sddnnollisesti heikkojen
sahkostimulusten tahdittamina. Ti-
heisti haaroittuneeksi suunnitellun
mikrokanavaverkoston avulla voi-
daan myos jiljitelld maitorauhasen
tiehyita tutkittaessa rintasyovian
mekanismeja.*® Haastavin elin on
ymmarrettivasti aivot. Kasvatta-
malla erilldin mikrokammioissa eri
neuronityyppeji ja paastimalld ne
vuorovaikutukseen keskendin ta-
saisesti kapenevien mikrokanavien
kautta (jotka suosivat yksisuuntais-
ta aksonien kasvua) on kuitenkin
saatu esimerkiksi kortikaaliset
afferentit neuronit kiihdyttimiin
striatumin neuronien toiminnallista
ja morfologista erilaistumista. T4lld
tavoin on my®s onnistuttu viljele-
miin yhdessid hippokampuksen
neuroneita ja gliasoluja useiden
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viikkojen ajan.*

Koska kukin tillainen yksit-
tdinen minielin on kooltaan alle
2 cm, useiden eri kudosprepa-
raattien kytkeminen integroidusti
yhteen on toteutettavissa, jolloin
lahestytddn jo elinjirjestelmid. ITh-
missolut pysyvit nidissd preparaa-
teissa hengissi ja tiysin toiminnal-
lisina parhaimmillaan kuukausia,
joten kroonisetkaan kokeet eivit
ole poissuljettuja. Kaikki tima
lupaa kiinteentekevii mahdolli-
suuksia kemikaalien riskinarvioin-
tiin. Ennen on kuitenkin ratkais-
tava oleellisia kysymyksid, kuten
keinoveren koostumus, PDMS:n
taipumus sitoa hydrofobisia yhdis-
teitd, kiytetddnko primiirisoluja,
kantasoluja vai solulinjoja, miten
kattavasti responssit vastaavat
koko elimiston tasolla tapahtuvia
ja niin edelleen.

Paradigman muutos?
Vaihtoehtoisten menetelmien
nopea kehitys toksisten vaiku-
tusten tutkimuksessa johtaa kysy-
main, voidaanko elidinkokeet lihi-
tulevaisuudessa kokonaan korvata.
Kun Society of Toxicologyn koko-
uksen 500 osanottajalle esitettiin
timi kysymys vuosi sitten, vain
kymmenkunta vastasi myontiavis-
ti. Paljon on siis tehtivi, ennen
kuin kemikaalien riskinarvioinnin
perusteet muuttuvat radikaalisti.
Silti erityisesti uudet elinsirume-
netelmit saanevat pian jalansijaa
vahintdiankin elintoksisuuden me-
kanismien tutkimuksessa.
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