9. Toksisuuden tutkiminen ja arviointi

Toksisuuden tutkiminen ja
arviointi

Luonnollisin tapa tutkia jonkin aineen toksisuutta olisi selvittda
sen toksisuuden mekanismit ja talla mekanismilla toksisuutta aiheut-
tavat annokset tai pitoisuudet. Etenkdan uutta ainetta tutkittaessa ei
toksisuuden mekanismeista kuitenkaan yleensa tiedetd mitaan, ja
siksi toksisuuden tutkiminen usein noudattaa enemman tai vahem-
man kaavamaista jarjestysta. Mm. ladkkeiden, ravinnon lisdaineiden,
torjunta-aineiden ja uusien kemikaalien myynti- ja kayttdénotto-
lupien saanti edellyttad, etta rekisterdivalle viranomaiselle on toimi-
tettu aineesta riittavat toksisuustiedot.

Tutkimusten harmonisoimiseksi on toksisuuden rutiinitutkimuk-
sista laadittu ohjeistoja. Euroopassa on vallitsevana OECD:n ohjeis-
to, joka maarittelee minimistandardin yksittaisille toksisuuskokeil-
le. Toksisuuden tutkimista saatelevat myds GLP-ohjeistot (Good
Laboratory Practice), jotka ohjaavat tutkimusten teknista suoritta-
mista. Tutkimukset on nykyaan tehtdva GLP-standardin mukaan, jotta
ne olisivat hyvaksyttavia.

Luotettavan tuloksen saamiseksi toksisuus on testattava kokonai-
sessa elimistdssa, eettisista syista kaytannoéssa koe-elaimilla. Toksi-
suuden kannalta tarkeat seikat, mm. aineen farmakokinetiikka ja
metabolia, tulevat talléin otetuiksi huomioon. Samoin hormonaa-
lisen saatelyn, autonomisen hermoston ja immunologisen jarjestel-
man osuus toksisuudessa voi paljastua ainoastaan kokonaisessa eli-
mistéssa. Varsinkin pitempiaikaiset kokeet tehdaan kahdella eldinla-
jilla, tavallisesti rotalla ja koiralla, mahdollisten lajierojen havaitse-
miseksi.

Toksisuuden rutiinitutkimus on luonteeltaan kartoittavaa. Se antaa
yleiskuvan aineen toksisuudesta, toksisuuden kohde-elimista ja
toksisuutta tuottavista annoksista, mutta toksisuuden mekanismeja
rutiinitutkimus paljastaa vain harvoin. Ne on tutkittava spesifisem-
milla tutkimusmenetelmillaln vitro -kokeet ovat usein sopiva tapa
selvittda yksityiskohtaisemmat mekanismit.

Kaikille aineille ei tehd& kaikkia toksisuuskokeita, vaan tutkimuk-
sen laajuus maaraytyy aineen ja sen kayton laajuuden mukaan. Perus-
teellisimmin tutkitaan ladkeaineet ja elintarvikkeiden lisaaineet. Ke-
mikaaleista vaaditaan yleensa akuutin toksisuuden kokeet ja sub-
krooninen toksisuuskoe. Aineen toksisuuden taysimittainen selvitys
maksaa useita miljoonia markkoja ja kestaa vahintaan 6-8 vuotta.

135



Yleisfarmakologiaa ja -toksikologiaa

136

e valitbn toksisuus

> LD

50

Systemaattinen toksisuuden tutkimus

Uuden aineen tutkiminen aloitetaan selvittdmalla ensin valiton
(akuutti) toksisuus. Rotille, 1-3 eldimelle kerrallaan, annetaan suun
kautta ainetta vahintdan kolmena kerta-annoksena. Seuraava annos-
taso paatetdan aina edellisen aiheuttamien oireiden perusteella.
Elainten oireet kirjataan huolellisesti annosta seuraavien kahden vii-
kon ajan. Kuolevien ja kokeen loppuun elaneiden eldinten elimet tut-
kitaan makroskooppisesti. Koe toistetaan tavallisesti toisella lajilla,
hiirella. Akuutin toksisuuden kokeella kartoitetaan toksisuuden suu-
ruusluokka, eli milla annostasoilla toksisuus ilmenee. Oireista voi-
daan paatelld myos jo toksisuuden luonnetta. Tuloksista on usein las-
kettavissa my0s L[}-arvo: annos, joka tappaa puolet koe-elaimista.
Sen tarkkaan maarittdmiseen ei enaa pyrita, koska tieto toksisuuden
suuruusluokasta riittda jatkotutkimuksiin. Akuutti toksisuuskoe on
kuitenkin valttamaton.

Kumulatiivinen toksisen vasteen kayra noudaftaanuotoa (kuva
9-1). On syytd huomata, etté tdméa kayré esiintyy kahdessa eri merki-
tyksessda, toisaalta esim. agonistin aiheuttaman suolensupistuksen
kuvaajana (asteittainen vaikutus), toisaalta populaatiossa ilmenevan
vasteen esiintymistaajuuden kuvaajana (kvantaalinen eli joko—tai-
tyyppinen vaste, esimerkiksi kuolevuus, sairastuminen). Kuitenkin
myds asteittaisessa vaikutuksessa on perimmaltdan kysymys kvan-
taalisesta vaikutuksesta, jos liikkeelle panevana tekijana on esimer-
kiksi ladkeainemolekyylien kiinnittyminen reseptoreihin. Siksi tal-
lainen annos-vastesuhde on hyvin olennainen seké farmakologiassa
ettd toksikologiassa. Kuolleisuuden lisdksi myds elinvaurioista
(esim. maksavaurio) ja syévan aiheutumisesta saadaan samanlainen
annos-vastekuvaaja.

Ei ole olemassa varsinaista (tarkkaa) rajaa, jota pienemmilla an-
noksilla vaikutusta ei lainkaan olisi, vaan normaalijakauma periaat-
teessa lahestyy nollaa sitd koskaan saavuttamatta. Siten kaikessa
toksisuudessa turvallinen raja on suhteellinen eik& absoluuttinen ka-
site. Jos koe-eldinryhm&& suurennetaan, ndenndinen haitattomuuden
raja-arvo yleensa pienenee.

Annos-vastekdyran muoto antaa viitteita toksisuuden luonteesta.
Jos kayra on hyvin jyrkka (eli osoittaa populaation reagoivan hyvin
homogeenisesti aineeseen), toksisuuden mekanismi on usein suora-
viivainen (esim. hakamyrkytys). Jos taas kayré on hyvin laakea ja
ehk& mutkikaskin, toksisuus on usein epésuoraa tai useisiin tekijoi-
hin perustuvaa, jolloin on paljon mahdollisuuksia yksildllisiin vaih-
teluihin. Joskus kuvitellaan, etta jyrkka toksisuuskayra osoittaa suur-
ta toksisuutta; nainhan ei tietenk&dn ole, vaan kysymys on vain
populaation homogeenisesta vasteesta. Pikemminkin aine, jolla on
jyrkka toksisuuden annos-vastekayra, on turvallinen, koska sen vai-
kutusten yksil6llinen vaihtelu on pieni ja vaara on helppo arvioida.
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Kuva 9-1. Toisiaan vastaavat annos-vas-
= tekéyra (kuolevuus kumulatiivisesti ky-
a 4L seisella tai sitd pienemmalla annoksel-
o la), normaalijakauma eli "kellokayra”
o (kuolevuus kyseisella mutta ei sitd pie-
nemmalla annoksella) sek& probiittikay-
3r ra. Probiittikdyra on johdettu siten, etta
vasteen yksikoksi on valittu keskihajon-
nan (SD) kerrannainen. Kuolevuutta 16
2+ % (LD,, — 1 SD) vastaa probiitti 4, kuo-
. , , | levuutta 2 % (LD, — 2SD) vastaa probiitti
0,1 0,5 1,0 2,0 3, kuolevuutta 84 % (LD,, + 1SD) probiitti

ANnos 6 jne. Talldin kuvaajaksi tulee suora. Pro-
biittisuorasta saadaan myods graafisesti
(log.) keskihajonta.

LD -arvon ja terapeuttisen annoksen avulla lasketaan usein laak-
keen ns. terapeuttinen indeksi (ks. luku 3), €& ja EQ sta (an-
nos, jolla on toivottu vaikutus puolella koe-elaimistd) lasketun tera-
peuttisen indeksin ohella turvallisuuteen vaikuttaa suuresti kumpaa-
kin osoittava kayran jyrkkyys, koska se ratkaisee, menevatko aarian-
nokset paallekkain (kuva 3-1).
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karsinogeenisuus

My06s iho- ja silma-arsytys tutkitaan kerta-annoksella. Ihoarsy-
tyskokeessa ainetta aplikoidaan kaniinin iholle ja seurataan ihon pu-
noitusta ja turvotusta. Silma-arsytys tutkitaan laittamalla ainetta ka-
niinin silmaan ja seurataan silman reaktioita. Etukateen syovyttaviksi
tai vahvasti arsyttaviksi tiedettyja aineita ei tutkita elainkokein.

Aineen herkistavyytta tutkitaan altistamalla marsun paljasta ihoa
aineelle. Immuunivasteen annetaan kehittya pari viikkoa ja iho altis-
tetaan uudelleen. Herkistyminen nakyy ihon punoituksena ja turvo-
tuksena.

Tarkein systeemisen toksisuuden paljastamiseksi tehtava tutki-
mus on subkrooninen toksisuuskoe. Silla pyritddn selvittdmaan tok-
sisuuden kohde-elimet, toksisuuden annos-vaikutussuhteet ja muu-
tosten pysyvyys. Koe tehdaan tavallisesti rotalle ja beagle-koiralle,
kummallekin sukupuolelle. Koe kestaa tavallisesti 90 vuorokautta.
Ainetta annetaan paivittédin kolmena erikokoisena annoksena. Suurin
annos pyritdan valitsemaan niin suureksi, etté toksisuus tulee esille.
Kokeen aikana eldinten painon kehitystd, rehun ja veden kulutusta
seka oireita seurataan huolellisesti. Kokeen paattyessa veresta ja
virtsasta tehdaan hematologisia ja kliiniskemiallisia tutkimuksia ja
lahes kaikki elimet tutkitaan histologisesti.

Kroonisen toksisuustutkimuksen tavoitteena on selvittda hyvin
pitkdaikaisen altistuksen vaikutukset. Koe kestaa rotalla 12 kk ja
koiralla 6-12 kk. Muuten se on samanlainen kuin subkrooninen
toksisuuskoe. Eldimista voidaan ottaa verinaytteitd myds kokeen ku-
luessa.

Aineen karsinogeenisuus tutkitaan suurimmassa ja raskaimmassa
toksisuuskokeessa, jossa eldimia altistetaan aineelle koko niiden
elinajan, rottia 24 kk ja hiiria 18 kk. Tutkimuksessa kaytetaan kolmea
annostasoa, joista suurimman pitdisi olla hieman toksinen. Koska
tavoitteena on selvittdd, aiheuttaako aine syopaa, tulee ryhméakoko-
jen olla suuria, annosta kohti tavallisesti kumpaakin sukupuolta 50
elainta. Kaikista kudoksista ja kasvaimista tehdaan histopatologinen
tutkimus. Koska vanhoissa eldimissa on runsaasti kasvaimia jo muu-
tenkin, tulosten huolellinen analysointi on tarkeda. Elainten kuollei-
suus on otettava tilastollisessa kasittelyssd huomioon. Sytpaa ai-
heuttava aine lisda joko kasvaimien ja pahanlaatuisten kasvaimien
maaraa tai nopeuttaa niiden kehittymista.

Karsinogeenisuustutkimuksissa on kaksi ongelmaa. Toinen on se,
ettd vahainenkaan ilmaantuvuus ei ole hyvaksyttava, toinen se, etta
syovan kehittymiseen kuluu aikaa. Ihmisessa sy6pa kehittyy 10-20
vuodessa, koirassa ja apinassa parissa vuodessa ja jyrsijdissa voi-
makkaiden karsinogeenien aiheuttamana 3-5 kuukaudessa.

Ainoastaan jyrsijatutkimukset ovat siis kaytanndssa mahdollisia. Niissékin 50—100
koe-eldimen ryhmista voidaan todeta varmasti vasta syovan usean prosentin ilmaan-
tuvuus (kuva 9-2). Sellaisenaan tutkimus on siis erittdin epaherkka, ja sellainenkin
sydvan insidenssi, joka ei ole mitenk&an hyvaksyttavissa (esim. yhdella tuhannesta),
jaa todennakoisesti toteamatta. Ainoa mahdollisuus on noudattaa toksikologian yleis-
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ta periaatetta: pyritddn saamaan viitteita annos-vastesuhteista, ja suurennetaan ap

ta usein monisatakertaiseksi todellisista kayttbannoksista. Useiden karsinogeent

selva annos-vastesuhde voidaankin osoittaa, ja téalléin on mahdollista ekstrapolai

riski suurista annoksista pieniin (vrt. kuva 9-1). Ongelmiksi jaavat heikot karsinogeerst

joille ei annos-vastekayraa voida osoittaa suuriakaan annoksia kaytettaessa, 3&Ra

prokarsinogeenit, joiden aktiivisen metaboliitin maara ei valttamatta lisdéanny samas

suhteessa kuin kanta-aineen annosta lisataan. !
Karsinogeenisuuden testausta nykymuodossaan on toisaalta kritisoitu siita, eia T

suurten annosten aiheuttama syopa olisi seurausta aineen epaspesifisesta toksisuu- 2%° 400 600800 1000

desta. Kudosvaurio kdynnistaa korjaavan soluproliferaation, joka voi edistad syovan — ©@nen lukumaard yhmassa

kehittymista. Siksi ainekohtainen syévan mekanismien selvittdminen on hyvin tarke@@va 9-2. Pienin mahdollinen sydvan il-

Ainetta, joka aiheuttaa syopaéa ainoastaan koe-elaimisséa toimivilla mekanismeillapgiantuvuus, joka voidaan eldinkokees-

pideta karsinogeenisena ihmiselle. Esimerkkina tasta on lyijyttdmé&n bensiinin aihes#-todeta tilastollisella varmuudella (p <

tamat munuaiskasvaimet urosrotissa. Myds pienten annosten vaikutus on kaiRéigS) eri elainmaaria kaytettaessa. Kay-

kaikkiaan viela kiistanalainen. Kun kemiallisesti on mahdollista analysoida yha pieneffil alle jaavaa syopien lukumaaraa ei

pid vieraiden aineiden pitoisuuksia esim. ymparistostamme, on lahivuosien tarkeimpfiga kokeessa saada esille.

tavoitteita pyrkia |6ytdmaan mielekas pienten pitoisuuksien aiheuttamien vaarojen

arviointimenetelma. Jopa voimakkaiden karsinogeenien hyvin pienten pitoisuuksien

aiheuttama riski on toistaiseksi epéselva. Toiset tutkijat uskovat kynnysarvoon lahinna

siksi, etta elimistd kykenee tiettyyn rajaan saakka sitomaan aktiiviset metaboliitit mm.

glutationiin inaktiivisessa muodossa ja syopaéan tarvitaan useita mutaatioita. Toiset

lahtevat siita, etté riski ulottuu lineaarisesti nollaan saakka. Téalléinkin tullaan kuitenkin

nopeasti alueelle, jossa vaara pienenee normaalia "taustariskid” vahaisemmaksi (vrt.

kuva 9-1). Talldin joudutaan kysymaan, onko olemassa "hyvaksyttava” riskin raja (vrt.

rontgensateilyn aiheuttama syopévaara). Ei-genotoksisilla aineilla uskotaan olevan

tietty kynnysannos tai -altistus, jonka alapuolella riskia ei ole tai se on hyvin pieni.

limeisesti myds genotoksisille aineille on olemassa kaytanndssé kynnysannos eivatka

aineet tassa suhteessa poikkea toisistaan (vii, edella).

ﬁavaitsemisraja
kasvaimia %:lla
elaimista)

0

Teratogeenisuustutkimukset tehdéaén yleensé rotalla. Emoille an-teratogeenisuus
netaan tutkittavaa ainetta raskauden 6.—-15. paivana kolmena eri an-
nostasona, joista suurimman tulisi olla emolle lievasti toksinen. En-
nen synnytysta tehdaén keisarileikkaus. Sikiot tutkitaan (ulkoiset
epamuodostumat, luustoanomaliat, pehmytkudosmuutokset) ja pyri-
tdan selvitthmaan myos keskenmenoja osoittavat implantaation mer-
kit. Toisena lajina kaytetéén tavallisesti kaniinia.

Lisdantymiseen vaikuttavaa toksisuutta tutkitaan altistamalla kai-fertiliteetti- ja
ras- ja naarasrottia aineelle ennen parittelua sukusolujen kehittymiproduktiokokeet
sen ajan ja naarasrottia raskauden ja imetyksen ajan poikastemerinataali- ja
vieroitukseen asti. Kokeessa selvida aineen vaikutus fertiliteettippstnataalitoksisuus
synnytykseen ja poikasten kehitykseen.

Koska vallitsevan teorian mukaan ainakin osa karsinogeenisista mutageenisuustutkimukset
aineista (initiaattorit) vaikuttaa genotoksisesti eli solun perimda
muuttaen, on pitkdan kestavien karsinogeenisuustutkimusten tueksi
kehitetty mutageenisuustesteja. Testit ovat seulontatestejd, joilla
alustava arviointi voidaan tehda nopeasti. Mutageenisuuden selvitys
onkin ensimmaisia uudella ladkeainemolekyylilla tehtavia kokeita, ja
aineen selvd mutageenisuus johtaa heti molekyylin hylkdamiseen.

Myds muulle uudelle kemikaalille tehdaan vahintdan bakteerimuta-
geenisuuskokeet.
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* kinetiikka

Mutageenisuustutkimukset ovat padasiassaitro -kokeita. Positiivinen tulos
naissa varmistetaan myiisvivo -kokeilla.

Tunnetuin bakteerimutageenisuustesti on Amesin ja ty6tovereiden kehittdama Sal-
monella typhimuriumin mutanttia kayttava takaisinmutaatiokoe (Amesin koe). Mutan-
tilta puuttuu kyky syntetisoida histidiinia, jolloin se siis kasvaa vain histidiinia sisalta-
vassa ymparistdssa. Se palautuu kuitenkin helposti mutageenisten aineiden vaikutuk-
sesta histidiinia syntetisoivaksi kannaksi. Siirtdmalla mutageenisella aineella kasitelty
bakteeripopulaatio elatusaineeseen, josta histidiini puuttuu, on helppo laskea néiden
mutaatioiden maéara. Prokarsinogeenien aktivoimiseksi (ks. luku 8) lisdtdédn mukaan ro-
tan maksan mikrosomeja, joiden toivotaan metaboloivan prokarsinogeenin aktiiviseksi
molekyyliksi.

Mutageenisuustutkimuksia tehdéaan myds kayttéen nisakkaan soluja soluviljelmis-
sa (kiinanhamsterin ovaariosolut, lymfosyytith vivo -tutkimuksissa koe-elaimia
altistetaan lyhytaikaisesti tutkittavalle aineelle ja tutkitaan esimerkiksi punasolujen
mikrotumat (mikrotumatesti) tai lymfosyyttien sisarkromatidivaihdokset. Eri menetel-
min pyritddn myos loytamaan merkkeja DNA-korjausmekanismin kaynnistymisesta.
Klastogeenisia vaikutuksia eli suuria mikroskooppisesti nakyvia kromosomimuutoksia
voidaan tutkia myds ihmisen soluista, esim. lymfosyyteistd. DNA:n vaurio pystytaan
useimmiten myos tunnistamaan molekyylibiologisin menetelmin.

Positiivinen tulos mutageenisuustutkimuksissa osoittaa, ettd aine
vaikuttaa DNA:han ja saattaa siten toimia initiaattorina. Aineen far-
makokinetiikka ja monet muut tekijat vaikuttavat siihen, onko aine
lopulta sy6paa aiheuttava. Karsinogeeneiksi todetuista aineista suu-
rin osa on mutageenisia, mutta kaikki mutageeniset aineet eivat ole
karsinogeenisia eldinkokeissa. Negatiivinen tulos mutageenisuus-
tutkimuksissa ei takaa, etteikd aine aiheuttaisi sydpaa, mutta toden-
nakoisesti se ei ole sydvan potentti initiaattori.

Farmakokinetiikan tutkiminen on todettu téarkeéksi toksisuuden
arvioimisen kannalta. Vesiliukoinen tai helposti ja nopeasti konju-
goituva yhdiste, joka erittyy nopeasti muutamien tuntien kuluessa
elimistésta menematta juuri soluihin sisaén, on aivan eri asemassa
kuin lipidiliukoinen aine, joka paasee helposti soluihin ja liséaksi pyr-
kii kumuloitumaan elimistddn. Useat toksisuuden muodot (etenkin
keskushermostotoksisuus) suoranaisesti edellyttavat riittdvaa rasva-
liukoisuutta ilmetéakseen. Myds lajikohtaiset erot ilmenevat usein
nimenomaan kinetiikassa, etenkin eri lajien kyvyssa metaboloida ai-
netta; samoin eri metaboliittien suhteellinen maara on hyvin lajikoh-
tainen. Taman takia vasta tarkka farmakokineettinen selvitys oikeut-
taa tekemaan paatelmia jossakin lajissa aiheutuvista vaaroista toisen
lajin tutkimusten perusteella.

Kinetiikan selvitys onkin oleellinen osa toksisuustutkimusta. Sita
varten on tutkimuksissa erikseen eldainryhmia, joiden veresta tai virt-
sasta maaritetaan tutkittavan aineen pitoisuudet.

Toksisuustutkimusten rajoitukset
ja ennustearvo

Onko aine sitten turvallinen, kun se on lapaissyt saadetyt toksi-

* toksisuus ei tule esille suustutkimukset? Nain ei valttamatta ole. Ensiksikin toksisuus voi
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TIETORUUTU L9

SYOPARISKIN ARVIOINTI

Sy0Opariskin arvioimisessa paino-
tetaan yha enemman karsinogee-

Esiintyminen ympéristdssa | E— | Detoksifikaatio luonnossa |

nisuuden mekanismin ymmartamis-
td. Mekanismiltaan hyvin ymmarre-

Imeytyminen verenkiertoon

R | Eritys |

tyn tapahtumaketjun toivotaan anta- v

van hyvét edellytykset myos kvanti-
tatiiviselle riskin arvioimiselle. Sy6-

Paésy solun sisaan

—— | Detoksifikaatio |

pariskin arvioinnissa on kuitenkin se A 4

ongelma, ettd tie karsinogeenisesta
kemikaalista syopaan on pitka, moni-

Metabolinen aktivaatio

—_— | Eritys |

tekijainen ja monipolvinen.

Arvio l
muistuttaa siksi sdan ennustamista

ja edellyttda pikemminkin monien eri
suuntiin  vaikuttavien yhtaikaisten

Paasy tumaan

\ | Inaktivaatio |

ria-analyysiin” kuin suoraviivaisia
loogisia oletuksia.

tekijoiden hyvaksymista “kaaosteo- l

\A | Sitoutuminen proteiineihin jne |

Oheinen vuokaavio pyrkii havain-
nollistamaan moninaisia vaiheita kar-

Sitoutuminen DNA-ketjuun

| Solun kuolema |

/'

sinogeenisesta molekyylistd syovan
manifestoitumiseen. Kaaviosta sel-
vidvat mm. seuraavat seikat: 1) Ai-
neen karsinogeenisuus sinansa ei
maaraa riskia, vaan edellytyksena on
sen paasy elimistossa kriittiseen

~~ | Vaurion korjaus |

~

Muun kuin "sy6péageenin”
muutos

kohtaan. Siksi kayttaytyminen luon-
nossa (esim. kiinnittyminen tiukasti
maapartikkeleihin) ja farmakokineet-
tiset ominaisuudet (esim. imeytymi-
nen ja epéasuorien karsinogeenien

elinkelpoisen

Solun muuttuminen

syopasolun aiheeksi

Solun tuhoutuminen elimiston
puolustusmekanismin avulla

metabolia) ovat keskeisia. 2) Jos eli-
mistd on varautunut metaboloimaan
tai muuten eliminoimaan aineen

l 4—{ Promootio edistaa

tehokkaasti, riski pienenee ratkaise-
vasti tai rajoittuu tiettyihin kudoksiin

Syo6van manifestoituminen

(esim. formaldehydi on nenén lima-
kalvokarsinogeeni hiiressa hyvin
suurina pitoisuuksina). 3) Mutageenisuus ei johda
automaattisesti karsinogeenisuuteen, koska mutaatio
voidaan korjata tai se johtaa apoptoosiin (ohjelmoi-
tuneeseen solukuolemaan); tarkeaa on se, aiheutuuko
mutaatio kriittiseen kohtaan, esimerkiksi p53-kasvun-
rajoitegeenin "kuumaan” alueeseen. 4) Solujen jakaan-
tuminen on yhta tarkeda sydvan kehittymiselle kuin
mutaatiokin, koska vasta solujen jakaantuminen "kiin-
nittdd” vaurion. Nopea solujen jakaantuminen myos
estaa vaurion korjaamista. Siksi ei ole itsestéaanselvaa,
ettd genotoksiset karsinogeenit olisivat vaarallisempia
kuin ei-genotoksiset kudosta arsyttavat tai solujen
lisdantymistd aiheuttavat aineet. 5) Monimuuttuja-
tilanteessa ei ole todennakoista, ettéd yksi ekstra-
polaatiomalli olisi yleispateva kaikille karsinogeeneille.
Joissakin tilanteissa annos-vastekuvaaja onkin erittéin
jyrkké ja selvasti lineaarisesta poikkeava (esim. for-
maldehydi), jolloin yleisesti kaytetty lineaarinen ekstra-
polaatio liioittelee riskia selvasti. Olisikin tarked& maa-
rittad aineittain annos-vastekayran muotoja.

Genotoksiset vauriot ovat hyvin yleisia. Mm. happi-
radikaalien on arvioitu aiheuttavan hiiren jokaisessa
solussa 100 000 DNA-vauriota vuorokaudessa. Naista
99 % korjautuu, mutta 1 000 vauriota vuorokaudessa
jaa korjaamatta, eli hiiren elinaikana kertyy noin miljoo-
na vauriota solua kohti. Siten initiaatioita tapahtuu run-
saasti ilman ulkoisia karsinogeenejakin, ja on ymmar-
rettdvaa, ettd myos ei-genotoksinen aine (esim. pro-
moottori) voi yksinkin aiheuttaa syopaa. Karsinogee-
nien riskié on siis arvioitava lisériskind olemassa ole-
vaan taustariskiin eika erillisend tapahtumana. Siten
tarkeda on riskin suuruus eika teoreettinen olemas-
saolo. Samoin sydvan torjunnassa on tarkeaa paitsi
karsinogeenikuorman vahentaminen, myoés elimistdn
puolustuskyvyn parantaminen esimerkiksi terveilla
elamantavoilla ja hyvalla ja monipuolisella ruokava-
liolla.

Jouko Tuomisto
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jalkeen

olla harvinainen ilmid, eika se tule esiin sen enempéaa toksisuusko-
keissa kuin laakkeiden Kliinisissa kokeissakaan. Esimerkki téstéa on
kloramfenikolin aiheuttama luuydinvaurio. Sita tavataan noin yhdella
50 000-100 000 hoidetusta potilaasta. Aine oli laajassa kaytdssa
kaksi vuotta, ennen kuin sivuvaikutus huomattiin. Harvinainen sivu-
vaikutus voi perustua allergisiin mekanismeihin, geneettisiin poik-
keavuuksiin tai joskus aineen epapuhtauksiin.

Sivuvaikutuksen ilmitulon voi estaa myo6s vaikutuksen hidas ilme-
neminen. Eréiden neurotoksisten aineiden sivuvaikutukset ilmenevét
vasta aineen pitkdaikaisen kayton jalkeen. Sydpa on tyypillinen esi-
merkki sivuvaikutuksesta, jonka kehittyminen kestaa vuosia.

Lajierot ovat tyypillinen syy siihen, ettei toksisuus tule esille.
Elainlajeilla on fysiologisia eroja (esim. rotta ei oksenna), eika toi-
minnallisia keskushermosto-oireita (depressio, psykoosi, paansar-
ky) voi osoittaa elaimiltd. Usein metabolia on eri lajeilla erilainen;
tama koskee seka myrkyllisten metaboliittien syntya ettd aineen
detoksikaatiota. Lajierot ovat kuitenkin useimmiten kvantitatiivisia
eivatka kvalitatiivisia.

Usein sivuvaikutusten edellytyksend on kahden aineen yhteisvai-
kutus. Tallainen ei kokeissa useinkaan tule esille, ellei mekanismia
nimenomaan epailla. Tyypillisia esimerkkeja ovat MAO:n estajat ja
tyramiini sekd metronidatsoli ja alkoholi.

Tutkimusvaiheessa altistetaan harvoin erityisryhmid. Erityisesti
lapset, vanhukset, astmaatikot sek& munuais- ja maksasairauksia sai-
rastavat ovat sivuvaikutusten suhteen ongelmaryhmia.

Niinpa l&&keaineella on yleensa enemman sivuvaikutuksia kuin
markkinoille tuotaessa luullaan ja muidenkin kemiallisten aineiden
kaytéssa paljastuu valilla epamiellyttavia yllatyksia, joten uusien ai-
neiden kayttbonotossa on varovaisuus ja terve epéluulo tarpeen. Toi-
saalta on epévarmaa, olisiko hyvin tiukkojen ennakkovaatimusten ai-
kana pystytty tuomaan markkinoille penisilliinia (teratogeeninen,
marsulle hyvin myrkyllinen) tai D-vitamiinia (voimakkaasti terato-
geeninen suurina annoksina). Liika varovaisuuskin voi siis tappaa tai
estaa jonkun parantumisen.

Toksisuuden tutkiminen takaa kuitenkin kohtuullisen turvallisuu-
den aineen kaytolle ja on kaytannossa ainoa tapa selvittda toksisuutta
etukateen. Voimakas toksisuus paljastuu ja aineeseen voidaan suh-
tautua sen mukaan. Enaa suhteellisen harvoin on tarpeen vetda uusi
ladkeaine kokonaan pois markkinoilta.

Toksisuuden arvioiminen

Toksikologiassa joudutaan usein lahtemaan siitd, etta saatu tieto
on riittAmatontéa ehdottomien paatelmien tekoon. Siksi on sanottu,
ettad paras toksikologi on se, joka arvaa parhaiten. Ennen muuta jou-
dutaan arvioimaan ihmiselle aiheutuvia vaaroja ilman, etté kaytetta-
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vissa olisi ihmistd koskevia tietoja. Toksikologia on siis suurelta
osin ekstrapolaatiota, maaraolettamuksiin perustuvaa ennustamista
tosiasiallisen tietAmyksen ulkopuolelle. Taméan takia se vaatii taitoa
ja tasapainoisuutta ja on epaonnistuessaan alttiina hyvin kriittiselle
arvostelulle.

Helppo ratkaisu toksikologian kannalta on tuomita jokainen aine, jossa on vahankin
epailyttdvaa. Tassa lahestymistavassa on kaksi ongelmaa. Ensimmainen on se, ettd
tarpeeksi tarkkaan katsottaessa lahes kaikissa aineissa on jotakin epailyttavaa (myds
normaaleissa ruoka-aineissa, vitamiineissa ja hivenaineissa). Talldin siis arviointi tulee
mielivaltaiseksi ja riskit saatetaan priorisoida pahasti vaarin: ne aineet, joita syysta tai
toisesta tutkitaan tarkoin, tulevat useimmin tuomituiksi, eivatka resurssit anna myéten
tarkastella kaikkia aineita samalla tavoin. Toinen on se, etta toksikologia menetta&a
uskottavuutensa. Taméa on osittain tapahtunut Yhdysvalloissa ns. Delaneyn lausek-
keen takia. Lauseke edellyttédd, ettei ruoan lisdainetta voida sallia, jos se aiheuttaa
syOpaa ihmisessa tai eldimessa tai jos sen havaitaan asianmukaisten kokeiden perus-
teella aiheuttavan syopaa ihmisessa tai eldimessa. Se siis edellyttda joko—tai-vastausta.
Taman perusteella kiellettiin 1969 syklamaatti ja 1977 sakariini, mutta yleisen mielipiteen
painostuksesta kongressi on toistuvasti lykannyt sakariinia koskevan kiellon toimeen-
panoa, koska se on tarke& "kaloriton” makeutusaine. Ongelma suurenee entisestaan,
kun kemiallisin analyysimenetelmin pystytdan osoittamaan yha pienempia maéria
heikkoja mahdollisesti syopéé aiheuttavia ja muita toksisia aineita ravinnossa ja ympa-
ristdssémme. Huomattava osa téllaisista aineista on luonnontuotteita.

Myrkyllisyyden arvioinnissa ei riitd eikd edes ole olennaista se, myrkyllisyys
onko jokin myrkyllistéa vai ei, vaan se, kuinka myrkyllista se on ja
missa olosuhteissa sen myrkyllisyydesta on haittaa. On ymmarrettéa-aara
va, ettd myrkyllisyys sinansa ei ole samaa kuin vaara. Vaarallisimmat
aineet eivat valttamatta ole myrkyllisimpia, eikd myrkyllisen aineen
kaytto ole aina vaarallista; myrkyllisyyden liséksi aineen haitallisuu-
teen vaikuttavat monet seikat, kuten haihtuvuus (liuottimet, metalli-
nen elohopea), pysyvyys (metyylielohopea, lyijy), kertyminen eli-
mistéon (lyijy, kadmium, DDT) ja muut samanaikaiset aineet (poly ja
kosteus rikkidioksidin kanssa). Jos taas katsotaan eri aineiden aihe-
uttamia todellisia haittoja yhteiskunnassa, on arviointiin otettava
mukaan irrationaalisiakin sosiologisia ja arvoasetelmaongelmia.
Niinp& kaksi ainetta, joiden toksiset vaikutukset aiheuttavat sairautta
ja kuolemaa enemman kuin kaikkien muitten yhteensg, ovat tupakan-
savu ja alkoholi, joiden kayttd on yksilon itsensé saatelemaa. Suhtau-
tuminen toisaalta vapaaehtoisesti otettuihin riskeihin (tupakka, alko-
holi) ja toisaalta vaaroihin, joihin yksilo ei voi suoraan itse vaikuttaa
(ravinnon liséaineet), onkin erilainen. Tamé& suhtautumistavan ero
joudutaan saatelevassa toksikologiassa ottamaan huomioon.

Toksisuuden arvioinnin ja siita johtuvien toimenpiteiden selventa-
miseksi on viime aikoina ruvettu jakamaan tapahtuma selvasti kah-
teen vaiheeseen: riskin arviointiin, joka on tieteellinen, toksikolo- riskin arviointi
ginen prosessi, sekd paatoksentekoon riskin hyvaksyttéavyydestapaatoksenteko
joka on hallinnollinen tai poliittinen prosessi. Riskin arviointi-
vaiheessa tulee toksikologisen koulutuksen saaneen henkilén arvioi-
da paitsi aineen toksisuus sindnséd, myds toksisuuden kaytannén mer-
kitys ja tasta seuraavat mahdolliset vaarat. Sen sijaan ei ole hdnen asi-
ansa paattaa toisten puolesta sitd, otetaanko riski vai ei (esim. kivi-
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Kuva 9-3. Ekstrapolaatio pieniin annok-
siin. Ylékuva on tavanomainen annoksen
logaritmia vastaan piirretty vaste neljan
aineen  karsinogeenisuudesta.  Alaku-
vassa samat tulokset on piirretty logarit-
mi-logaritmiasteikkoon ja asteikkoa on
laajennettu alueelle, josta matemaattisil-
la malleilla haetaan vastauksia. Alakuva
osoittaa selvasti, etta riskitasolle yksi mil-
joonasta (10 ) ei ole mahdollista saada
matemaattisesti tadsmallisia  riskiarvioita
saaduista kokeellisista kayristé.

¢ tieteelliset ongelmat
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hiilen poltto tai torjunta-aineen kaytto, joihin vaikuttavat myds mo-
net ekologiset, kansantaloudelliset ja jopa ep&suorat terveydelliset
ja ravitsemukselliset seurannaisvaikutukset).

Taman paatoksen siirtdminen muille edellyttda kuitenkin vaaran
mahdollisimman tarkkaa maarittAmistéa: kyllA—ei-vastauksesta ei
paatdksentekijalle ole apua. Jos tuhannesta mutageenisesta aineesta
kymmenen aiheuttaa 90 % kemikaalien aiheuttamista syovista, on
toki asetettava kontrollin painopiste sinne, missa suurin hydty on
mahdollista saavuttaa. Vahemman tarkean asian ylenmaaraisessa pai-
nottamisessa on vaarana todella tarkean asian jadminen lilan vahalle
huomiolle.

Kemikaaleihin liittyvan terveysriskin arviointi perustuu kaytannéssa kokeellisen
tutkimuksen tuloksiin ja mahdolliseen epidemiologiseen tietoon aineen haitoista. Jos
altisteesta on kaytettévissa luotettavaa epidemiologista tietoa, silla on suuri paino-
arvo. Useimmiten néin ei kuitenkaan ole, vaan arvio on tehtava eléainkokeiden perus-
teella. Ongelmana on, etta elainkokeet on toksisuuden karakterisoimiseksi tehty suuril-
la annoksilla, mutta arvioitavan altisteen suuruus on useimmiten kertaluokkia pienem-
pi. lhmiselle turvallisena pidettavat annokset ja riski joudutaan ekstrapoloimaan.
Esimerkiksi elintarvikkeiden epapuhtauksille méaritellaé&n usein ylin annos, jota ei tulisi
ylittda (suurin sallittu paivittainen saanti eli ADI, Allowable Daily Intake,). Toksisuus-
kokeista on todettavissa annostaso, joka ei viela aiheuta eldaimissa toksisuutta
(NOAEL). Tasta ekstrapoloidaan laskennallisesti ADI jakamalla NOAEL turvamargi-
naalilla 100-1 000. Turvamarginaalissa oletetaan, etta toksisuuden vaihtelu lajin sisalla
on 10-kertainen ja lajien valilla 10—100-kertainen. Riskin arviointiin on kehitetty lukuisia
matemaattisia malleja, mutta mitéan niisté ei ole todettu vield yleispatevaksi. Pisimmalle
kehitetyt mallit ottavat huomioon mydés aineen farmakokinetiikan. Syopariskin mate-
maattinen arviointi on erityisen vaikeaa, koska siind ekstrapolaatiovéli on laaja ja
todennakoisyydet yleensa hyvin pienet. Nykyiset syopariskin matemaattiset arviointi-
mallit antavat hyvin vaihtelevia arvioita saman riskin suuruudesta.

Koe-eldinten kaytto toksikologian
ja farmakologian tutkimuksessa

Farmakologian ja toksikologian tietdmys siis perustuu hyvin suurelta osin koe-
elaintutkimuksiin. Koe-elaintutkimuksiin liittyy monia tieteellisi& ongelmia (mm. tieto-
jen sovellettavuus ihmiseen), elamankatsomuksellisia ja filosofisia ongelmia (esim.
suhtautuminen kokeiden aiheuttamaan kipuun) seké& informaationkulku- ja tietamatto-
myysongelmia (esim. mielikuvitukselliset tarinat turhista ja tahallisista eléinten kidutta-
misista).

Tieteelliseltd kannalta tarkein n&kokohta on koe-eldintutkimuksen kelvollisuus
siihen tarkoitukseen, mihin sita kaytetdan. Useimmiten talléin on kyse siitd, missa
maarin koe-eldimella saatu tulos on sovellettavissa ihmiseen tai joskus myos toiseen
elainlajiin (elainladketiede). Toksisuustutkimuksien osalta tatd kysymysta on jo
kasitelty edella. Soveltamiseen on selvastikin suhtauduttava tieteellisen varovaisesti,
mutta toisaalta on hyva katsoa taaksepain historiaan ja arvioida, mika olisi tilanne ilman
koe-elaintutkimusta.

Lansimaisen luonnontieteen tutkimuksen kulmakivi on esittdd hypoteeseja ja
teorioita, joiden oikeellisuus voidaan kokeellisesti varmistaa. Parhaiten kokeellista
tutkimusta seurannut kehitys nakyy ehka autonomisen hermoston alueella. Sen
ymmartamisessa paastiin 1800-luvulta alkaen nopeasti kunnioitettaviin tuloksiin, joita
ei olisi ollut mitédn mahdollisuutta selvittda ilman koe-eldimia tai niiden kudoksia.
Edelleenkin nopea kehitys nékyy selvésti biokemiallisen neurofarmakologian alalla
samoin kuin endokrinologiassa. Yhtalaisyydet kahden niséakkaan valilla ovat verratto-
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masti suuremmat kuin niiden erot, ja saatua tietoa voidaan usein jopa sellaisenaan
soveltaa kaytannon laéketieteeseen.

Elamankatsomuksellinen kysymys on, onko ihminen periaatteessa suurempiar- elamankatsomukselliset
voinen, niin etté eldinté voidaan kayttaa hyvaksi ja uhrata se tieteen edistémiseksh(tﬁigmmat
ihmisen turvallisuuden tai terveyden parantamiseksi. Filosofiset ja elamankatsomuk-
selliset vaikeudet pysyvat tietenkin ratkaisemattomina, ja jos joku on vilpittdmasti sita
mieltd, ettei elaintéd saa kayttda ihmisen hyvéksi, mielipide on sinénsa taysin kunni-
oitettava. Taltd suhtautumiselta voidaan kuitenkin vaatia johdonmukaisuutta. Eléinko-
keiden tuomitsemiselta elamankatsomuksellisin perustein putoaa pohja pois, jos
lammittelee elaimen turkissa, puhumattakaan eldimien syomisesta.

Edelliseen liittyva filosofinen vaikeus on rajanveto eri elainlajien valille. Jos ihminen
ei ole eldinta suurempiarvoinen, silloin ei liioin toinen eldin ole toista suurempiar-
voinen. T&lldin joudutaan laéketieteelliseen umpikujaan, ja voidaan kysyé, onko oikein
héavittaa rottia, taitéa tai lapamatoja myrkylla. On helppo vastustaa simpanssin kayttoa
kokeissa, koska se on niin "inhimillinen”, ja sama koskee osin kissaa ja koiraa. On
kuitenkin kyseenalaista tehda tallaisin perustein eroa elainlajien vélille. Koe-eldinase-
tus vetda rajan selkéarankaisten ja selkarangattomien véliin. Talla rajalla on se etu, etta
se on helppo ja yksiselitteinen. Raja on kuitenkin mielivaltainen ja herattaa kysymyksia
esimerkiksi kalastuksen ja kalatutkimusten valilla. _

Eettisista kysymyksista on tarkein se, missa méaarin koe-elaimille saa aiheuttazeettiset ongelmat
hé&taa, kipua ja tuskaa. Koe-eldinasetus tekee selvan eron niiden kokeiden vélille, jo)tlfaja Il luokan kokeet
eivat aiheuta merkittavaa kipua ja tuskaa (Il luokka), ja niiden vélille, jotka aiheuttavat (|
luokka). Kaikki eldinkoesuunnitelmat kéasitelladn koe-eldintoimikunnassa, jossa on
edustajana tutkijoita, koe-eldinhoitajia, muuta henkil6kuntaa ja yleensa myds eldinten-
suojelijoiden edustaja tai kokonaan ulkopuolinen henkild. Kivuttomat kokeet saa
hyvéksya laitoksen koe-eléintoimikunta, kun sen sijaan kivuliaiksi arvioidut kokeet (I
luokka) menevat edelleen arvioitavaksi ja paatettaviksi laaninhallitukseen. Siten saéan-
nokset ovat erittain tiukat.

On tarkedd ymmartaa kaksi asiaa. Huonosti harkittu tai suunniteltu koe, jonka tulos
on epaluotettava tai tarpeeton, on aina epéeettinen, vaikka sen aiheuttama karsimys
olisi vahainenkin. Toiseksi elaimen héta liittyy suureksi osaksi kasittelytaitoon. Taita- Kasittely
maton ja kdmpeld kasittely hataéannyttaa elainté ja usein myds riuhtominen aiheuttaa
kipua enemman kuin useimmat kokeet sinansa. Siksi koulutuksen hankkiminen on mydés
eettinen kysymys, ja koulutuksen ohjaaminen on suoritettava hyvin. Toisaalta elainko-
keet on todettu hyvin opettavaisiksi esim. farmakologian opetuksessa. Siksi niita
voidaan pitda eettisesti yhtd hyvaksyttavina kuin tutkimukseen kaytettyja kokeita
edellyttden, ettéd jokaisen kokeen hydty ja mahdolliset haitat harkitaan huolellisesti.

Suurta yksimielisyytta kivun aiheuttamisen oikeutuksesta ei yleensa saavuteta,kipu
koska jotkut ihmiset katsovat, ettei kipua saisi aiheuttaa lainkaan. Kaikessa laaketie-
teessd (myds hammaslaaketieteessa ja eldinladketieteessa) joudutaan kuitenkin suorit-
tamaan toimenpiteitd, jotka aiheuttavat kipua potilaalle ja joskus jopa terveelle l&ahim-
maiselle (esim. munuaisen luovuttaminen sukulaiselle). Olennaiseksi eroksi jaa siis vain
se, ettd ihmiselle kipu aiheutetaan hanen suostumuksellaan. Toinen ero on luonnolli-
sesti se, etta koe-eldin kokeen yhteydessa tai jalkeen yleensa lopetetaan. Eldinten
lopettamista ei ole kuitenkaan missdan muussa yhteydessa (esim. teurastus ravin-
noksi) yhteiskunnassamme asetettu kyseenalaiseksi. On myds muistettava se kipu ja
tuska, jota taudit aiheuttavat.

Eldinkokeista saatua hyotya laaketieteelle niin ihmisten kuin elaintenkin sairauden
ja karsimysten poistamisessa on mahdotonta kiistaa. Siten on vaikea ymmartaa, kuinka
kukaan voisi valmistautua vakavalla mielella Iaaketieteen ammatteihin ja samalla kiistaa
elainkokeiden oikeutuksen, vaikka osaan kokeista liittyisi kipuakin.

Oma lukunsa ovat monenlaiset vaarinkasitykset ja harhaluulot, joita vallitseetiedon puute
elainkokeista. Vastoin yleista luuloa koe-eléin ei ole yleensé kissa eika apina, eika kovin
usein koirakaan. Kissat ja koirat kasvatetaan koe-elaimiksi, niité ei siis kerata kadulta.

Yli 90 % koe-elaimista on jyrsijoité (tavallisin hiiri, toisena rotta). Huomattava osa
tutkimuksista tehdadn vitro joko eldimen solukoilla tai eristetyilla elimilla. Eléin ei siis
elinaikanaan karsi ja sen lopettaminen ei poikkea muusta hyvaksyttavasta eléinten
lopettamisesta. Voidaan siis hyvinkin sanoa, etta koe-elaimeksi syntynyt hiiri tai rotta
mita todennakoisimmin karsii vahemman kipua ja tuskaa elamésséaéan kuin sen vapaana
syntynyt serkku. On mahdotonta tietad, merkitseekd vapaus sinansa jotakin kotielai-
meen verrattaville laboratoriossa syntyneille koe-eléimille (tai ihmisen pitamille muille
kesyille elaimille).

Soluviljelmien ja muidernin vitro -tekniikoiden mahdollisuudet tunnetaan yleensa
huonosti. Solu- ja bakteeriviljelmat eivat useimmiten ole elainkokeiden vaihtoehtoja,
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vaan kummallakin on omat tehtavansa. Pelkistetyilla kokeilla pyritdadn ennen kaikkea
biokemiallisten ja solubiologisten mekanismien selvittelyyn. Tassa tydssa on edelly-
tyksena, ettd muuttujia on mahdollisimman véhéan. Siten voidaan tutkia yhden tai har-
van muuttujan merkitysta kerrallaan. Tasta ei kuitenkaan voida suoraan tehda kokonai-
suutta koskevia johtopaatoksia. On selvaa, etta esimerkiksi hermoston, endokriinisten
rauhasten ja verenkiertoelimiston fysiologiaa tai farmakologiaa ei voida milloinkaan
tutkia pelkastaéan solukokein.

Puhtaan tietamattomyyden ohella informaatio on joskus myds ilmeisen tarkoi-
tushakukuista, mita kuvaa se, ettéd samat valokuvat tuskallisista eléinkokeista kiertavét
maasta toiseen ja joskus ilmeisesti vuosikymmenia. Eldintensuojelussa tarvittaisiin
molemmin puolin hyvaa tahtoa ja asiallisuutta, niin etta tutkijoiden ja eléintensuo-
jelijoiden yhteistydn myota padstaisiin mahdollisimman hyvaan tulokseen. Tavoitteet
ovat monista ennakkoluuloista huolimatta yhteiset.

Eldinten kayttdé opetuksessa ja tutkimuksessa on koko ajan vahennetty, mutta on
raja, jonka alle siina ei voida menna. Esimerkiksi toksisuuden testausohjelmistot
suosittelevat minimisséan jo niin pienia elainmaaria, etté niita tarkasti noudatettaessa
tulos alkaa olla kyseenalainen. Jos tutkimuksessa on lilan vahan eléaimia, aineen
vaikutukset hukkuvat biologiseen variaatioon. Toksisuuden tutkimiseen kehitetaén
koko ajan elaimia korvaavia vitro -menetelmié ja tulevaisuudessa niita kaytetdan yha
enemman eldinkokeiden rinnalla, kun ne on ensin validoitu. Silmé&- ja ihoarsytys-
testeissa ollaan jo pitkalla. Opetuksessa eldinten kaytto on rajattu harjoitustoihin, joita
ei voida muuten opettaa, ja vain niille opiskelijoille, jotka sitd tulevan ammattinsa
puolesta tarvitsevat.
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