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tutki

FLAINKOKEETTOMAT

MENETELMAT
muksessa ja testauksessa

Ihmislaakekehityksessa on tapahtumassa suuri muutos, jolla pyritdan parantamaan onnistumistodennakdi-
syytta korvaamalla elainkokeet ihmissolupohijaisilla elin- ja kudosmalleilla. Muutosta edistavat viranomaiset,
teollisuus ja paattajat. Vaikutukset naissa malleissa mitataan molekyylitason muutoksina kriittisissa aineen-

vaihduntareiteissa.

aakekehityksen ei-kliinisessa vaiheessa ja kemikaa-

lien turvallisuustestauksessa kdytetaan perinteisesti

eldintesteja. Testaus pohjautuu talléin eldimen ei-
ka ihmisen biologiaan. Tama nakyy ladkekehityksessa
huonona onnistumistodennakdisyytend. Testaustavassa
onkin tapahtumassa suuri muutos. Halutaan ottaa kayt-
t66n uusi strategia, joka pohjautuu ihmissolupohjaisten
kudos- ja elinmallien kayttéon seka vaikutusten mittaa-
miseen molekyylitason muutoksina kriittisissa aineen-
vaihduntareiteissa.

Koko ihmiseen ja usein myos yksittdiseen elimeen
kohdistuvat vaikutukset saadaan selville kayttamalla
useita testeja, joista saadut tiedot yhdistetdan. Uutta
testaustapaa edistavat viranomaiset, teollisuus ja paat-
tajat. Sen uskotaan tulevaisuudessa parantavan laakeke-
hityksen onnistumistodennakoisyytta, alentavan kustan-
nuksia seka lisadvan yleista kemikaaliturvallisuutta.

EU:ssa pyritdan eldinkokeettomiin menetelmiin ja
eldinten kayton vdhentamiseen myds eettisista syista.
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Vuoden 2013 alussa astui maassamme voimaan koe-
elainlaki, joka on EU:n uuden koe-eldindirektiivin
(2010/63) mukainen.

Hiiria ja ihmisia

Kaytanndssa kaikki ladkkeet toimivat molekyylitasolla,
ja niiden vaikutukset valittyvat geneettisesti saadeltyjen
mekanismien avulla. Koe-elaimilla tehdyt tutkimukset si-
saltavat epavarmuustekijan, mika johtuu ihmisen ja koe-
eldinten valisista lajieroavuuksista.

Alati kasvavasta hiiritautimallien kaytosta huoli-
matta suurin yksittdinen syy ladkekehittelyn epaonnis-
tumisiin on laakkeen tehon puuttuminen kliinisessa
vaiheessa (56 %). Syyna voi olla se, etta kriittiset mo-
lekulaariset reitit geenien ilmentymisessa ovat erilaiset
ihmisessa ja hiiressa. Tama todettiin akuutin tulehduk-
sen hiiritautimallien tapauksessa syyksi siihen, etta ei-
kliinisen vaiheen lapaisseet ladkkeet eivat toimineet klii-
nisissa kokeissa.
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On arvioitu, etta eldinkokeet ennustavat
haitallisia vaikutuksia ihmisesséa vain

5-25 %:n varmuudella.

Erittain merkittava syy ladkekehittelyn epdonnistumi-
siin on myos lagkkeen toksisuus (28 %). On arvioitu, etta
eldinkokeet ennustavat haitallisia vaikutuksia ihmisessa
vain 5-25 %:n varmuudella.

Eldinkokeita korvaamaan tarvitaan siis ihmistd pa-
remmin mallintavia ihmissolupohjaisia testimenetelmia.
Eldinkokeettomat testit voidaan automatisoida, jolloin
ne ovat huomattavasti nopeampia suorittaa ja halvem-
pia kuin eldinkokeet. Ladketeollisuus voisi onnistua pa-
remmin kehitystydssaan, mikali jo ladkkeen keksimisvai-
heessa otettaisiin kdyttoon useiden testien yhdistelmia,
jotka auttaisivat I6ytamaan parhaat ladkekandidaatit jat-
kokehitykseen.

Eldinkokeettomat menetelmat tuovat
tullessaan uuden testausstrategian

Aikaisemmin eldinkokeettomat in vitro -menetelmat
pohjautuivat yksinkertaisiin soluviljelmiin. Nykyaan ke-

hitetdan kudos- ja elinmalleja, joissa kaytetdadn padosin
kantasoluista johdettuja soluja, biomateriaaleja ja elekt-
roniikkaa seka sovelletaan uusinta kudosteknologiaa.
Eldinkokeettomissa menetelmissa mitataan vaikutuksia
molekyylitasolla toisin kuin useimmissa eldinkokeissa,
joissa taas vaikutusta arvioidaan yleensa kudoksen pato-
logisista muutoksista.

Taloudellisen yhteistydn ja kehityksen jarjesté OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Develop-
ment) on julkaissut ohjeistoissaan uuden testausstrate-
gian vauhdittamaan elainkokeettomien menetelmien
kehittamista ja kayttodnottoa (kuva 1). Toksisuuden arvi-
ointi pohjautuu muutoksiin kriittisissa haittavaikutusrei-
teissa (adverse outcome pathway, AOP).

Tietyn vaikutuksen arviointiin  tarvitaan tyypilli-
sesti useita testejd. Kun yhdistetddn eri testeista saa-
tu tieto, saadaan selville kokonaisvaikutus molekyyli-,
solu-, kudos- ja elintasolla. Taman perusteella arvioidaan

Kuva 1. Haittavaikutusreitit (adverse outcome pathway, AOP). Haittavaikutus alkaa molekyylitason reaktiosta,
jossa toksinen kemikaali sitoutuu biologiseen makromolekyyliin. Tdsta seuraa tapahtumasarja, joka johtaa
haitallisiin muutoksiin kudos-, elin- ja eliétasolla. Kolme ensimmaistd vaihetta madradvat toksisen vaikutuksen

reitin (Tarja Toimela, FICAM ja OECD 2011 mukaan).

Haittavaikutusreitti

1 2 4 5
Kemikaali Makromolekyyli- Solutason Elinvaikutukset Eliovaikutukset
taso vaikutukset
Ominaisuudet Reseptori- Geeniaktivaatio Fysiologian Letaalivaikutus
vaikutukset muutokset - :
Muutokset solun Toiminnallinen
Sitoutuminen viestinnassa Homeostaasin vaikutus
DNA:han Proteiini- muutokset Kehityshairio
Oksidaatio vaikutukset

Toksinen reitti

Lisaantymishairio
Syopa
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Maksa- ja sydan-
toksisuus ovat useim-
miten olleet padsyita
ladkkeen vetamiselle
pois kehityksesta tai
markkinoilta.

laakkeen toksinen riski. Esimerkking tallaisesta testipat-
terista on ihoherkistavyyden arviointi (kuva 2). Lisaksi ke-
hitteilld on ldhes 20 muuta AOP:ta.

Eldinkokeettomia testeja on kehitteilla myos laakkei-
den tehotutkimuksiin. Tavoitteena on nain parantaa laa-
kekehityksen onnistumistodenndkdisyytta.

Viranomaisten hyvaksymat
elainkokeettomat menetelmat

Taulukossa 1 on esitetty talla hetkelld OECD-ohjeistoissa
olevat eldinkokeettomat testit. Suurin osa tarvittavista
eldinkokeita korvaavista menetelmistd puuttuu. Kehit-
teilld on monia testejd, joita voidaan kayttaa seulonta-
testeina (high throughput -testit) ja mekanismitutkimuk-
sissa heti kun on osoitettu, ettd ne ovat luotettavia ja
mallintavat ihmistd. OECD-tason hyvaksynta edellyttaa
viranomaisten koordinoimaa validointia.

Taulukko 1. OECD:n ohjeistoihin hyvdksyttyja eldinkokeettomia kemikaalien turvallisuustesteja

(OECD Guidelines for Testing Chemicals, www.oecd.org).

—— Yy F—

lholapaisevyys

Ihonayte (ihmis- tai elainperainen), TG 428 2004

merkityn yhdisteen lapaisevyys

lhosydvyttavyys Ihondyte, ihon sahkoisen vastuksen TG 430 2004
mittaaminen
Ihmisen ihomallit (RHE) TG 431 2006
e EpiDerm®
o EpiSkin®
o SkinEthic®
Corrositex (keinotekoinen iho) TG 435 2006
Ihodrsyttavyys Ihmisen ihomallit (RHE) TG 439 2010
e EpiDerm®
e EpiSkin®
o SkinEthic®
Silmasyovyttavyys / Irrotettu naudan silma (BCOP) TG 437 2009
voimakas arsyttavyys Irrotettu kanan silma (ICE) TG 438 2009
Munuaistubuluksen epiteelisolujen TG 460 2012
|dpaisevyys (FL)
Valotoksisuus 3T3-neutraalipunatesti (neutraalipunan TG 432 2004
sisadgnotto 3T3-soluihin)
Genotoksisuus Useita geeni-, kromosomi- ja kromosomisto- TG 479 1986
mutaatiotesteja in vitro TG 471 1997
TG 473 1997
TG 476 1997
TG 480-482 1986
Nisékassolun mikrotumatesti TG 487 2010
Karsinogeenisuus CTA-testi TG-luonnos 2013

TG = Test Guideline; RHE = reconstructed human epidermis; BCOP = bovine corneal opacity and permeability;
ICE = isolated chicken eye; FL = fluorescein leakage; CTA = cell transformation assay
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Maksa- ja sydantoksisuus ovat useimmiten olleet
paasyita siihen, ettd ladke on jouduttu vetdamaan pois
kehityksesta tai markkinoilta. Viime aikoina ihmisen kan-
tasoluista on voitu kehittaa toimivia maksasoluja.

FICAMissa on kehitetty ja validoitu verisuonimalli,
jota voidaan soveltaa ladketutkimukseen ja toksikologi-
seen tutkimukseen. Mallilla maaritetaan, onko tutkitta-
valla ladkemolekyylilla verisuonten muodostusta lisaava
tai sitd estdva vaikutus. Testi on erittain lupaava, kun
tutkitaan esimerkiksi syopalaakkeiden kykya estaa veri-
suonimuodostusta. Jatkokehitettya testia on suunnitel-
tu myos osaksi testipatteria, jolla arvioidaan lagkkeiden
teratogeenistd eli sikidta vaurioittavaa vaikutusta. Tun-
netun teratogeenin, talidomidin, vaikutusmekanismi pe-
rustunee juuri sen kykyyn estaa verisuonien kasvua. =

Kuva 2. lhoherkistavyyden testausmalli, jossa haitalliset
muutokset mitataan vaikutusreitin (AOP) kriittisista kohdista.
Reaktioketjun osiin 1-4 on valmiina validoituja in vitro
-menetelmid (Tarja Toimela, FICAM ja OECD 2012 mukaan).

Kemikaalialtistus

i

keutuminen ihoon
tuminen proteiineihin
miksen tulehdus

solujen aktivaatio (DC) . .
o Kemikaali

4 Proteiini
© Keratinosyytti
@ Langerhansin solu

@® T-solu
@ Effektori/muisti-T-solut

Elinvaste:

FICAM, VAIHTOEHTOMENETELMAKESKUS ELAINKOKEILLE

FICAM (Finnish Centre for Alternative Methods, www.ficam.fi) on vaihtoehtomenetelmien
asiantuntijakeskus Tampereen yliopistossa laaketieteen yksikossa. FICAM keskittyy kehittamaan
ja validoimaan GLP-tasoisia (Good Laboratory Practice), solu- ja kudosviljelyyn perustuvia
ihmissolupohjaisia kudos- ja elinmalleja, joilla voidaan taydentaa tai korvata eldinkokeita. FICAM
jakaa tietoa vaihtoehtoisista menetelmista ja kouluttaa asiantuntijoita. Toiminnan perustana on
EU:n direktiivi 2010/63, jonka mukaan seka tutkimuksessa etta opetuksessa tulee pyrkia eldinten
kdyton vahentamiseen ja eldinkokeettomien menetelmien edistamiseen. FICAM tarjoaa myos
asiantuntemusta tutkijoille vaihtoehtomenetelmien validoinnissa ja GLP:ssa.

FICAMin johtaja Tuula Heinonen (tuula.heinonen@uta.fi) on Suomen yhdyshenkilo EU:n PARERE-
verkostossa (Preliminary Assessment of Regulatory Relevance), jota johtaa EU-komission keskus
EURL-ECVAM (European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing). PARERE-
verkoston tehtavana on auttaa EURL-ECVAMia valitsemaan tarpeellisimmat eldinkokeettomat
menetelmat kansainvaliseen validointiin ja nopeuttamaan niiden validointiprosessia.

Tampereen yliopistossa on vahvaa solu- ja kudosteknologian osaamista, joka pohjautuu muun
muassa professorien Hanna Tahden (emerita) ja Timo Ylikomin pitkdjanteiseen tyohon
solubiologiassa, kudosteknologiassa ja toksikologiassa. FICAM perustettiin 10.12.2008

Tuula Heinosen liityttya tiimiin vahvistamaan toksikologista ja regulatorista osaamista.
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