2023 YLEISTAJUISET TIIVISTELMAT JA TAKAUTUVAT ARVIOINNIT
TUTKIMUSHANKKEISTA, JOISTA LAUTAKUNTA ON MAARANNYT ARVIOIN-
NIN TEHTAVAKSI HANKKEEN PAATYTTYA

Hankkeet on hyvaksytty vuosina 2017-2020. Takautuva arviointi tehdaan hankkeen paatyttya. Jos
hanke on saanut luvalleen jatkoaikaa, arviointi tehdaan taman paatyttya.

1. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Neuropaattisen kivun ja hypoksis-iskeemisen enkefalopatian
PET-kuvantaminen

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Neuropaattinen kipu, PET, Xenon, hypotermia, virikkeellistami-
nen

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla
Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

Hankkeen tavoitteet (esim. tie-
teellinen tieto, jota haetaan
taikka tieteelliset tai hoidolliset
tarpeet)

Hypoksis-iskeeminen enkefalopatia (HIE) on vastasyntyneiden
hapenpuutostilan tarkein komplikaatio, ja on arvioitu, ettad noin
25 %:lla selviytyjista on hermostollisia ongelmia HIE:n seurauk-
sena. Neuropaattisen kivun ja HIE:n mekanismin tunteminen,
seka uusien terapiamuotojen ja ladkkeiden kehittdminen on
kliinisesti tarkea tavoite. Neuropaattinen kipu saa ihmisissa ai-
kaan elamanlaadun heikentymista, joten kipu itsessdaan on tar-
kea hoidon kohde. Kivun syntymisen mekanismia ei kuitenkaan
tiedeta, eika tyypillisilla l1aakkeilla ole tehoa.

Tavoitteemme on kehittdaa kuvantamistapoja, joilla pystytaan
tarkemmin havainnoimaan hermostollisia sairauksia. Positro-
niemissio- tomografia (PET) on molekulaarinen kuvantamis-
tapa, jolla voidaan kajoamatta kuvantaa elavan kehon toimin-
toja. Viime vuosina on huomattu, etta koe-eldinten spontaania
liikeaktiivisuutta lisddva elinympariston virikkeellistdminen va-
hentaa stressia ja lisaa sosiaalista kehitystad ja on myo6s tehokas
tapa helpottaa hermostollisia oireita. Parantavaa mekanismia
tai pitkan ajan vaikutuksia ei ole vield kuitenkaan kunnolla tut-
kittu. Virikkeellistamisen hyotyjen osoittaminen voisi auttaa uu-
sien hoitojen kehittamista hermostollisiin sairauksiin. Uusien
hoitomuotojen kehittamiselld on myds taloudellisia etuja. Ka-
joamaton kuvantaminen mahdollistaa saman yksilon pitkdn
seuranta-ajan, jonka kuluessa virikkeellistamisen vaikutusta voi-
daan tutkia.




Hankkeesta saatava mahdollinen
hyoty (kuinka tiede edistyisi,
kuinka ihmiset tai eldimet voisi-
vat hyotya hankkeen tuloksista)

Tavoitteemme on kehittdda PET-kuvantamistapoja, joilla pysty-
taan havainnoida neurologisia sairauksia, ja joita voidaan kayt-
taa kliinisessa diagnostiikassa, sekd mahdollisesti ladkkeiden ke-
hityksessa. Lisaksi arvioimme elinymparistdn virikkeellistamisen
vaikutusta hermostollisia sairauksia mallintavassa rottamallissa
(neuropaattinen kipu ja HIE) pitkalla aikavalilla. Tutkimuksen tu-
lokset auttavat kehittamaan uusia terapiamuotoja, jotka perus-
tuvat kayttaytymisen stimulaation ja kuntoutumiseen ilman laa-
kepohjaista hoitoa, seka ymmartamaan virikkeellistamisen vai-
kutusten mekanismeja. Pyrimme myos ymmartamaan elinym-
pariston vaikutusta tutkimustuloksiin.

Kaytettavat eldinlajit ja elain-
maarat

Rotta 900 elidinta

Ennakoidut haitat eldaimille, arvi-
oidut vakavuusluokat, eldinten
kohtalo toimenpiteen paatyttya

Rotille tehddaan neuropaattisen kivun mallissa vasemman raajan
iskiashermon ligaatio. Kokeen kuluessa rotille tehdaan kayttay-
tymistesteja, kuvannetaan ja otetaan verindytteita. Neuropaat-
tisen kivun mallissa kivulle herkistyminen ilmenee padasiassa
erikseen testattaessa, mutta myo6s spontaania kipua voi aiheu-
tua noin kuukauden ajan. Kokeen lopussa eldimet lopetetaan.
Vastasyntyneiden hapenpuutosmallissa viikon ikaisille rotille ai-
heutetaan hapenpuute aivoihin kirurgisella (kaulavaltimo sido-
taan) operaatiolla ja pitamalla niitd matalassa happipitoisuu-
dessa. Rottia kuvannetaan toistetusti ja tehddan kayttaytymis-
testeja. Kokeen paatteeksi rotat lopetetaan.

Vakavuusluokka: kohtalainen, vakava

3R-menetelmien soveltaminen - A

pplication of the 3Rs

1. Korvaaminen - Replacement
Miksi eldaimia on kadytettava tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

Tutkimuksen tavoitteena on kehittdaa kuvantamismenetelmia
neurologisille sairauksille, seka tutkia elinympariston virikkeel-
listamisen vaikutuksia eldinten kuntoutumiseen ja stressin lie-
vittdmiseen. Koetta ei voi suorittaa ilman eldinmallia.

2. Vahentaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta eldi-
mia kdytetdadn mahdollisimman
vahan?

Kaytettavien eldinten maaran arvio perustuu aiempaan koke-
mukseemme ja viimeaikaisiin tutkimustuloksiin, jossa on toteu-
tettu samankaltaisia tutkimuksia. Ryhmakoko tarkistetaan joka
kokeen alussa, ja varmistetaan, ettd kdytetdan pienintd mah-
dollista eldinmaaraa.

3. Parantaminen - Refinement a) Tutkimuksessa kdytetaan rottia, koska hermostollisia sai-
a) Perusteet eldinlajin valinnalle. rauksia on aikaisemmin kuvattu rotissa rutiininomaisesti
b) Miksi valittu eldinmalli on pa- PET-kuvantamistekniikalla.
ras tieteellisten tavoitteiden kan- [b) Hiiren pieni koko vaikeuttaisi PET-kuvien tulkintaa.
nalta? c) Jos eldimilla havaitaan vakavaa yleiskunnon heikentymists,
c) Miten eldimille aiheutettu ne lopetetaan suositusten mukaisesti.
haitta on tarkoitus minimoida?

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisaltaa vakavia toimenpiteita

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteet saavutettiin padosin. Osahankkeen 1 tulokset on julkaistu vuonna 2022. Osa-

hankkeesta 2 yksi kasikirjoitus on Idh
kaistavaksi.

etetty tieteellisiin lehtiin ja se on alustavasti hyvaksytty jul-




Osahanke 1. Neuropaattisen kivun kuvantaminen:

Tavoite oli evaluoida PET-kuvantamisen kykya todentaa neuropaattisesta kivusta aiheutunutta tu-
lehduspesdketta iskiashermon alueella. PET-merkkiaine keradntyi odotetusti tulehdusalueelle (to-
dennettu ex vivo menetelma), mutta eldin-PET-kamera (in vivo menetelma) ei kyennyt, kameran
teknisista syista johtuen, havaitsemaan pesaketta. Koska in vivo kuvantaminen ei onnistunut, osa-
tyo l:een sisallytetty virikkeellistamisen osuus jai toteutumatta. Sen tarkoitus oli tuolla kuvantami-
sella seurata virikkeellistamisen vaikutusta neuropaattisen kivun aiheuttaman tulehduksen lieven-
tymiseen ajan saatossa.

Osahanke 2. Hypoksis-enkefalopatian kuvantaminen:

Tavoite oli maarittaa PET-kuvantamismenetelman kykya kuvata HIE-vaurion kehitysvaiheita ja va-
kavuutta. Yksi tavoite oli myds eri hoitomuotojen teho, seka virikkeellistamisen vaikutus vaurion
kehittymiseen. Nama jaivat tekematta rajoitettujen kuvantamisresurssien vuoksi.

Todelliset haittavaikutukset:

Ei toipumista Lieva Kohtalainen | Vakava
Rotat (Rattus Norvegicus) 0 42 209 28

Miten hyvin kaytettyjen eldinten maara ja haittojen todellinen vakavuus vastaavat ennakoituja
maaria ja vakavuusluokkia?

Hankelupa on myénnetty 900 rotalle, mutta kaytettyjen eldinten kokonaismaara oli vain 281 kpl.
Luvassa arvioitiin, ettd noin 10 % operoiduista eldimista menetetdaan ennen PET-kuvauksia. Ko-
keessa kdytetyista rotista vain 2 (0.71 %) l6ydettiin kuolleena toimenpiteen jalkeen. Tdma on huo-
mattavasti vdahemman kuin olimme luvassa arvioineet.

Osahankkeessa 1 kaytettiin 96 kpl rottaa, joista 28 (27 %:lla) havaittiin vakavampaa haittaa. Tama
ilmeni takaraajojen halvaantumisena (osittain tai kokonaan). Eldimet pystyivat silti juomaan ja syo-
maan normaalisti.

Osahankkeessa 2 kaytettiin 185 kpl rottaa, eika naissa eldimissa havaittu vakavia haittoja.
Yhteensa osahankkeissa kaytettiin 42 kpl rottaa kontrollieldimingd, eika niille aiheutettu vaurioita.

Kaikki seikat, jotka saattavat edistda korvaamista, vahentdamista ja parantamista koskevien toi-
mien toteuttamista:

Korvaaminen

Eldimen fysiologisia toimintoja ei ole mahdollista kuvantaa in vitro tai in silico. Neuropaattisen ki-
vun kuvantamisen osalta saimme tasta hankkeesta tarkeata lisdinformaatiota eldinPET-kameran
puutteesta sen teknisessa suorituskyvyssa, jota voidaan huomioida uusien hankkeiden suunnitte-
lussa. Hankkeita, joissa tama suorituskyky on merkitsevassa roolissa ei kannata toistaiseksi suunni-
tella toteutettavaksi eldinPET-kameralla.

Vahentaminen

Menetettyjen eldinten lukumaara oli huomattavasti pienempi kuin arvioitu (10 % vs 0.71 %). N&in
ollen eldinten maara per ryhma voi olla pienempi tata eldinmallia hyodyntavissa hankkeissa tule-
vaisuudessa.

Parantaminen

Aiheutettu iskiashermon vaurio aiheutti vakavaa haittaa noin 26 % eldimille. Tata lukua emme
osanneet tarkkaan arvioida etukateen. PET-kuvantamismenetelman toimivuuden osalta oli tarkeaa
kayttaa eldaimia, joilla oli eriasteinen vaurio. N&in voitiin varmistua siitd, etta puuttuva PET-kamera



signaali ei johtunut vaurion puutteesta tai merkkianekertyman epdspesifisyydesta. Vaurion tiede-
taan ilmentavan tulehdusreaktiota vasta 7 vrk kuluttua, joten sitd aiemmin ei ole jarkevaa yrittaa
kuvantaa tulehdusreaktiota tassa mallissa.

Alle 1 % eldaimista menehtyi operaation (osahanke 1) jalkeen, luku oli huomattavasti pienempi kuin
arvioitu (10 %). Operoitujen eldinten hyvinvointia pyrittiin parantamaan lisdédamalla ruokaa hakin
pohjalle seka pesa- ja virikemateriaalia hakkeihin. Lisaksi eldinten hyvinvointia seurattiin paivittain.
Vakavia haittoja omaavien eldinten hengitys, paino ja nestetasapaino olivat normaalit. Ope-
roiduilla elaimilla esiintyi aluksi tarve pureskella leikkauskohdan ompeleita. Ongelma ratkesi muut-
tamalla ompeleita ihon sisapuolelle ja pitamalla leikattuja rottia omassa erillisessa hakissa 2 vrk
ajan. Tama suositellaan mahdollisissa jatkotutkimuksissa otettavaksi kaytantdon kaikilla elaimilla.

Muuta

Hankkeen tulokset on julkaistu open access -tieteellisessa julkaisusarjassa.

2. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Verisuonivuodon mekanismit ja esto tulehdussairauksissa ja
sybvdssa

Hankeluvan kesto

Kolme vuotta

Avainsanat

Sepsis, syopa, verisuonivuoto

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla

Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla

Lakisaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

Hankkeen tavoitteet (esim. tie-
teellinen tieto, jota haetaan
taikka tieteelliset tai hoidolliset
tarpeet)

Tutkimuksessa pyritdan selvittdmaan verisuonten roolia sai-
rauksissa, joihin liittyy verisuonten vuotoa, kuten vakavissa tu-
lehduksissa ja syovassa. Hankkeen tavoitteena on tuottaa uutta
tieteellista tietoa mekanismeista, jotka saatelevat kudosturvo-
tukseen ja elintoiminnan hairidihin sekd syévan etenemiseen
johtavaa patologista verisuonivuotoa. Ymmartamalla verisuoni-
vuodon mekanismeja, tavoitteena on l6ytaa keinoja, joilla veri-
suonivuotoa ja sen haitallisia vaikutuksia voitaisiin mahdollisesti
estda sairauksissa.

Hankkeesta saatava mahdollinen
hyoty (kuinka tiede edistyisi,
kuinka ihmiset tai eldimet voisi-
vat hyotya hankkeen tuloksista)

Syopa ja vakavat tulehdukset, kuten sepsis ovat merkittavia
kuolemaan johtavia tekijoita lansimaissa. Tutkimuksen odote-
taan tuottavan naista sairauksista uutta tieteellista tietoa, jonka
perusteella voidaan suunnitella soveltavaa tutkimusta ja néin
edetd uusien hoitomuotojen kehittamisessa edelld mainittuihin
sairauksiin. Lisdksi tutkimuksen tuottamaa tieteellista tietoa ve-
risuonten roolista tulehduksissa ja syovassa voidaan mahdolli-
sesti hyodyntdaa myos muiden verisuoniin liittyvien sairauksien
ymmartamisessa ja tulevaisuuden hoidoissa.

Kaytettdvat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri, 4500 eldinta




Ennakoidut haitat eldaimille, arvi-
oidut vakavuusluokat, eldinten
kohtalo toimenpiteen paatyttya

Eldimille aiheutuu hankkeessa haittaa tulehduksen (sepsis) in-
dusoinnista, kasvainsolujen annosta ja kasvainten kasvusta, tut-
kittavien aineiden annosteluista, kirurgisista toimenpiteista ja
kuvantamisista. Eldimet lopetetaan kunkin osakokeen jalkeen.
Vakavuusluokat: kohtalainen, vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Replacement
Miksi eldimia on kaytettava tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

Systeeminen tulehdus ja sydpa ovat sairauksia, joiden tutki-
mukseen tarvitaan mahdollisimman hyvin elavaa elimistoa
muistuttava tutkimusmalli. Verisuonten toiminta on vahvasti si-
doksissa ymparoiviin kudoksiin ja toisiin soluihin, mm. immuu-
nijarjestelmaan ja syépasoluihin. Solumalleilla ei pystyta riitta-
van hyvin jaljittelemaan moniulotteista fysiologista kokonai-
suutta, vaan solumalleja tdydentamaan tarvitaan koe-eldinmal-
leja.

2. Vahentaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta eldi-
mia kdytetdadn mahdollisimman
vahan?

Alustavat tutkimukset tullaan tekemaan solumalleilla. Pilottitut-
kimukset eldaimilld ovat avainasemassa, ja niiden perusteella
suunnitellaan koeasetelma. Yksi osakoe suunnitellaan niin, etta
yhteen ryhmaan tulee 3—12 hiirta ja kyseinen koe toistetaan
maksimissaan kolme kertaa. Hankkeen edetessa tehdaan jatku-
vaa arviointia, jotta turhia osakokeita ei tehda.

3. Parantaminen - Refinement

a) Perusteet eldinlajin valinnalle.
b) Miksi valittu elainmalli on pa-
ras tieteellisten tavoitteiden kan-
nalta?

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

a) Hiirelld on nopea lisdantymissykli ja sen genomisekvenssi
tunnetaan hyvin. Geenimuunneltujen kantojen saatavuus on
hyva, minka ansiosta perusteellinen ja tieteellisesti merkittava
tutkimus on mahdollista. Hiiren biologiassa on samankaltai-
suuksia ihmisen biologiaan, mika mahdollistaa prekliinisten so-
vellusten kehittamisen pidemmalle kuin solumalleilla olisi mah-
dollista.

b) Geenimuunneltujen kantojen saatavuus on kattava. Hiirten
proteiineja vastaan on saatavilla lukuisia kaupallisia vasta-ai-
neita, jotka edesauttavat tieteellisten tavoitteiden toteutumista
c) Eldimille tehtavat toimenpiteet suorittaa aina henkild, jolla
on asianmukainen koulutus ja kokemus tehtavaan. Kirurgiset
toimenpiteet tehdaan nukutuksessa ja kivunpoistosta huolehdi-
taan. Kasvainkokeissa kasvaimen koon ei anneta kasvaa maa-
rattya kokoa suuremmaksi.

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Sydén- ja verisuonitautien geneettiset tekijat ja molekulaariset mekanismit

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisdltaa vakavia toimenpiteita

Tavoitteiden saavuttaminen
Hankkeen tavoitteena on ollut tutkia verisuonivuotoa tulehduksessa ja syovassa ja miten veri-
suonivuotoa voitaisiin estda ko. sairauksissa.

Osahanke 1: Osahankkeessa 1 tutkittiin verisuonivuodon mekanismia aiheuttamalla eldimille sys-
teeminen tulehdus. Verisuonivuotoa pyrittiin estamaan erilaisilla vasta-aineilla/ldakeaineilla tai
poistogeenisilla hiirimalleilla. Tutkimuksemme osoittivat uuden mekanismin, joka saatelee tuleh-
duksen aiheuttamaa verisuonivuotoa. Osoitimme, ettad Sharpin-geenin deleetio hiirilla johtaa li-
saantyneeseen tulehduksen aiheuttamaan verisuonivuotoon, mutta ei vaikuta suonten



lapaisevyyteen terveessa kudoksessa. Kayttdaen korvaavia solubiologisia malleja, selvitimme meka-
nismin havaintomme taustalla. Koska Sharpin estda betal-integriinin aktivaatiota, tuloksemme tu-
kevat alkuperdista hypoteesiamme, ettd betal-integriinin esto vahentaa verisuonivuotoa tuleh-
duksissa.

Ymmartaaksemme paremmin betal-integriinin toimintaa, olemme tutkineet poistogeenisia betal-
integriini -hiiria, joissa betal-integriini-geeni on poistettu aikuisissa hiirissa ilman tulehduksen ai-
heuttamista. Osoitimme, etta betal-integriinin poistaminen verisuonistosta aikuisella hiirella ai-
heuttaa verisuonien surkastumista tietyissa kudoksissa. Verisuonten seindmien soluja kuolee mo-
nissa tulehdussairauksissa heikentden niiden toimintaa ja tdman takia on tarkea tunnistaa ku-
dosspesifisia mekanismeja, jotka yllapitavat verisuonten seindman soluja. Tuloksemme osoittavat
ensimmaista kertaa betal-integriinin tarkean roolin verisuonten vakauden sailyttamisessa ter-
veessa kudoksessa.

Osahanke 2: Osahankkeessa 2 tutkimme kasvainkokeiden avulla verisuoniston roolia sydpasolujen
metastaasissa. Tutkimuksessa kaytimme keuhkoihin etapesdkkeita muodostavia syopasoluja. Tulok-
semme osoittivat uuden verisuoniin kohdistuvan geenisaatelyohjelman, joka sadtelee etapesakkeiden
muodostumista. Tuloksilla on merkitysta suunniteltaessa ko. geeneihin kohdistuvia ja paaasiallisesti
syOpasoluja estavia ladkkeita.

Osahankkeen 3 kokeita ei tehty.

Kaikki edellda mainitut tulokset ovat valmiita julkaistavaksi (3 kdasikirjoitusta). Lisdksi olemme saa-
neet uusia mielenkiintoisia tuloksia liittyen imusuoniin ja miten integriinit vaikuttavat niiden muo-
dostumiseen ja toimintaan. Nama tulokset ovat johtaneet uuteen tutkimusprojektiin, joka vaatii
lisda tutkimuksia, ja jonka tulokset tullaan julkaisemaan myohemmin.

Todelliset haittavaikutukset: Eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan
Ei toipumista Lieva Kohtalainen | Vakava
Hiiret (Mus musculus) 187 1726 635 75

Miten hyvin kaytettyjen eldinten maara ja haittojen todellinen vakavuus vastaavat ennakoituja
maaria ja vakavuusluokkia?

Osahanke 1: Osahankkeessa 1 (tulehduskokeet) jaosto arvioi osan kokeista kuuluvan haittaluok-
kaan vakava (SV4). Kdaytimme osahankkeessa 1 kaikkiaan 2167 hiirta, joista vain 75 hiiren todelli-
nen haittaluokka oli SV4. Suurin osa hiiristd (1500/2167 hiirta) kuului lievdaan (SV2) vakavuusluok-
kaan. Lisaksi 129/2167 hiirta kuului luokkaan SV1 (ei toipumista) ja 463/2167 hiirta luokkaan SV3
(kohtalainen). Suurin osa hiirista koki vain lievaa haittaa, joka johtui tamoksifeenin annostelusta
oraalisesti tai vatsaonteloon injisoinneista. Vakavat haitat johtuivat eri syista. Osa vakavista hai-
toista johtui poikasten kuolleisuudesta tamoksifeenin annostelun jalkeen. Lisdksi pieni osa hiirista
menehtyi tulehduskokeissa tai ne lopetettiin lopetuskriteerien mukaisesti ennen kokeen paatty-
mista. Osa naista vakavista haitoista selittyi erilaisella tavalla aiheuttaa tulehdus, tai uusista poisto-
geenisista hiirikannoista. Havaittujen haittojen takia kokeita muutettiin, ja ndin vahennettiin vaka-
via haittoja, mm. paattamalla koe aiemmin.

Osahanke 2: Osahankkeessa 2 (tuumorikokeet) jaosto arvioi kokeiden kuuluvan haittaluokkaan
kohtalainen (SV3). Osahankkeessa 2 hiiria kaytettiin kaikkiaan 456. Kokeet suoritettiin suunnitel-
man mukaisesti, ja ennakoimattomia vakavia haittoja ei ilmennyt. Kirjanpidon mukaan luokat ovat
seuraavat: 58 kpl SV1, 226 kpl SV2, 172 kpl SV3 ja 0 kpl SVA4. Siten haittojen vakavuus osahank-
keessa 2 vastasi odotettua ja osahankkeessa 1 vakavuus oli odotettua pienempi. Osahankkeen 1
kohdalla teimme jo aiemmin takautuvaa arviointia, ja tdma johti siihen, etta nykyisessa luvas-
samme akuutti tulehdus on luokiteltu kohtalaiseksi.



Kaikki seikat, jotka saattavat edistdaa korvaamista, vahentamista ja parantamista koskevien toi-
mien toteuttamista:

Korvaaminen
Osahanke 1: Olemme kayttaneet korvaavia in vitro endoteelisolumalleja ymmartadksemme tuleh-
dussytokiinien ja integriinien vaikutuksia verisuonen endoteelin lapaisevyyteen.

Osahanke 2: Olemme kayttaneet korvaavia in vitro endoteelisolu- ja sydpasolumalleja seka ndiden
yhteisviljemia, joissa olemme tutkineet sydpsolujen vaikutusta endoteelisoluihin, mallintaen siten
sybvan metastaasia.

Molemmissa hankkeissa olemme saaneet korvaavista malleista tietoa, jota voimme jatkossa hyo-
dyntaa. Erityisesti olemme oppineet mitka asiat in vitro malleissa korreloivat in vivo malleihin.
Vaikka korvaavat mallit eivat jatkossa tule poistamaan eldinmallien kayttdéa kokonaan, niiden
avulla voidaan tehda alustavia testeja ja siten vdahentaa kaytettavien eldinten maaraa.

Vahentaminen

Osahanke 1: Olemme kayttaneet tulehduskokeissa erilaisia aikapisteita ja eri maaria tulehduksen-
aiheuttajia. Pystymme jatkossa ndiden tietojen perusteella vahentamaan kadytettavien hiirten maa-
raa kayttamalla vain tiettya (optimaalista) aikapistetta ja aineen pitoisuutta. Kokonaisuudessaan
kdytettyjen eldinten maara oli pienempi kuin alun perin hankkeessa arvioitiin. Syita tahan ovat esi-
merkiksi se, ettd yhden hiirilinjamme tausta ei ollut puhdas ja pilottikokeet osoittivat, ettd tama
vaikutti saamiimme tuloksiin. Puhdistimme hiirilinjan taustan useilla parituskierroksilla, minka ta-
kia varsinaisten kokeiden aloitus on viivastynyt ja merkittava osa tulehduskokeista jai tekematta
taman hankeluvan aikana. Lisdksi emme tehneet osahankkeen 3 kokeita lainkaan.

Osahanke 2: Vastaavasti hankkeen alussa teimme kattavan analyysin metastaasin etenemisesta
tutkimusmalleissamme, jonka jalkeen kdaytimme vain muutamaa aikapistettd. Kokemuksemme
tassa hankkeessa antaa jatkossa mahdollisuuden kayttdaa kokeissa heti sopivia aikapisteita, jolloin
hiirid tarvitaan vdhemman. Kokonaisuudessaan kaytettyjen eldinten maara oli pienempi kuin alun
perin hankkeessa arvioitiin. Tama selittyy silla, ettd keskityimme tutkimuksissamme tassa vai-
heessa yhteen kandidaattigeeniin, jonka mekanismia tutkimme ja kaytimme siten paljon korvaavia
in vitro -menetelmia.

Parantaminen

Osahanke 1: Hankkeen korkein arvioitu vakavuusluokka oli vakava (SV4), mutta suurimman osan
hiirista todellinen vakavuusluokka oli lieva tai kohtalainen. Iso osa hiirista kuului kontrolleihin tai
niille ei aiheutettu tulehdusta kokeen luonteen takia, jolloin ne kokivat vain tamoksifeenin annos-
telun oraalisesti tai yhden i.p. pistoksen, jolloin todellinen haitta jai lievdksi. Hiirten, joille aiheutet-
tiin tulehdus, todellinen haitta oli kohtalainen, silla hiiret liikkuivat edelleen hakissa ja ne lopetet-
tiin ennen kuin niille aiheutui vakavaa haittaa. Lisaksi hiirille annettiin hakin pohjalle veteen sekoi-
tettua ruokaa, joka helpottaa niiden ravinnonsaantia tulehduksen aikana. betal-integriini ja
betal/beta3-integriini poistogeenisille hiirille alkaa tamoksifeenin annostelun jalkeen kertya nes-
tettd, mutta hiiret lopetettiin suurimmassa osassa kokeita ennen kuin haitta oli kohtalaista. Pun-
nitsimme hiiret kaksi kertaa viikossa kokeen ajan ja seurasimme niita kokeen lopulla paivittain,
tarkkaillen niiden kuntoa. Mikali haittoja ilmeni, koe lopetettiin aiemmin. Kdyttdmamme hiirimallit
ovat antaneet tarkeda tietoa verisuonten homeostaasista ja verisuonivuodosta, joten mallit ovat
hyvia ja edelleen tarpeellisia jatkotutkimuksissamme.

Osahanke 2: Hankkeen arvioitu vakavuusluokka oli kohtalainen (SV3). Vain osa hiirista kuului ko-
keen paattyessa tdhan luokkaan, kasittden metastaasi- ja kasvainkokeet, joiden kesto oli



muutamasta paivasta pariin viikkoon. Useissa kokeissa koe lopetettiin kuitenkin aiemmin, koska
halusimme tutkia metastaasin varhaisia vaiheita (esim. 6—12 h), ja nama eldimet kuuluivat vaka-
vuusluokkaan lieva. Kdayttamamme mallit toimivat tarkoituksenmukaisesti ja ovat siten kaytdssa
jatkossakin. Erityisesti opimme, etta lyhytaikaisilla kokeilla voidaan tutkia metastaasin alkuvai-
heita, mika vahentaa kasvaimen koosta johtuvaa haittaa. Jatkossa pidempia aikapisteita on tarkoi-
tuksenmukaista kayttaa, kun halutaan tutkia esim. ladkeaineiden pidempiaikaisia vaikutuksia.

Muuta

Kokeiden yksityiskohdat ja havainnot on kirjattu ylos, ja ne ovat kaikkien tutkimusryhmamme ja-
senten saatavilla, jolloin kokeita ei tarvitse turhaan toistaa. Lisaksi tulokset julkaistaan siten, etta
kaikilla on paasy julkaisuihin ja julkaisuissa kerrotaan yksityiskohtaisesti, miten kokeet on suori-
tettu, joka edelleen vahentaa tarvetta tehda samankaltaisia kokeita.

3. YLEISTAJUINEN TIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Ladkeaineiden tehon testaaminen amyotrofisen lateraaliskle-
roosin (ALS) prekliinisissa tautimalleissa

Hankeluvan kesto 3 vuotta

Avainsanat ALS, tautimalli,

Hankkeen tarkoitus Perustutkimus Ei
Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

Hankkeen tavoitteet (esim. tie-
teellinen tieto, jota haetaan
taikka tieteelliset tai hoidolliset
tarpeet)

ALS:n hoitoon ei ole talla hetkelld kdytdssa tehokkaita, sivuvai-
kutuksettomia hoitomuotoja. Prekliinisten eldinkokeiden tar-
koituksena on edesauttaa mahdollisen ihmiskayttoon soveltu-
van ladkeaineen |6ytymista ja sita kautta helpottaa yksilon hy-
vinvointia ja tuoda yhteiskunnallista hyttya. Hankkeessa testa-
taan uusien lddkekandidaattien tehoa (vaikutusta oireiden ke-
hittymiseen) vakioidussa eldinmallissa.

Hankkeesta saatava mahdollinen
hyoty (kuinka tiede edistyisi,
kuinka ihmiset tai eldimet voisi-
vat hyotya hankkeen tuloksista)

Eldinkokeet ovat valttamattomia uusien ladkeaineiden kehitys-
tyossa. Mahdolliset positiiviset tulokset edesauttavat tutkitta-
van ladkeaineen etenemista ladkekehitystydssa mahdollisesti
kliinisiin kokeisiin ja myohemmin valmiiksi ladkkeeksi. Tutki-
mukset tuovat merkityksellista tietoa ladkeaineiden tehosta
ALS-taudin monimuotoisen oireiston hoidossa.

Kaytettdvat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri, 2400 eldinta

Ennakoidut haitat eldimille, arvi-
oidut vakavuusluokat, eldinten
kohtalo toimenpiteen paatyttya

Eldimille aiheutuu haittaa tautilan indusoinnissa tehtavista ka-
sittelyistd, ml kirurgiset operaatiot. Tautitila kehittyy eldimissa
taudin geneettisen taustan seurauksena. Eldimille kehittyy
ikddntyessa progressiivisesti eteneva neurologinen tila, joka
muistuttaa ihmisellad havaittavaa ALS:a eli oireet ja patologia
voimistuvat idan mukana. Haittaa aiheutuu seuranta-aikana




my0s kayttaytymistesteistd, ladkinnasta ja kuvantamisesta. Elai-
met lopetetaan tutkimusten loputtua.
Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Replacement
Miksi eldimia on kaytettava tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

In vitro -mallit ovat hyvin rajalliset johtuen koko elién elimiston
fysiologisten ja anatomisten ulottuvuuksien puuttumisesta mal-
linnettaessa kutakin sairautta in vitro-olosuhteissa. Uusien laak-
keiden todellista tehoa tai vastetta seka turvallisuutta voidaan
tutkia luotettavasti vain koe-eldinmalleissa ennen kliinisia ko-
keita, talla hetkella mikaan in vitro tai in silico lahestymistapa ei
pysty ennustamaan ldadkeaineen tehoa ja/tai turvallisuutta. In
vitro ja in silico mallit tukevat ja voivat auttaa koe-eldin tutki-
musten suunnittelussa ja ennustamisessa.

2. Vahentaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta eldi-
mia kdytetdadn mahdollisimman
vahan?

Koeasetelmat ovat standardoituja ja niiden kdyton pohjana on
perusteellinen mallien validointityd. Kunkin geneettisen mallin
taustalla on ihmissairautta oleellisin osin mallintava eldinmallin
ilmiasu, jonka tulee olla seka perinnodllisesti relevantti etta oi-
reistoltaan / patologialtaan ihmissairautta kuvaava. Nain var-
mistetaan, ettd koe-eldinmalli kayttaytyy mallille kuuluvalla ta-
valla ja antaa oikeanlaisen taudinkuvan. Koeasetelmissa ryh-
man sisdinen variaatio minimoidaan mallivalidaatiotyoll3, joka
maarittelee tilastollisesti tarvittavat ryhméakoot (voima-ana-
lyysi) ja joka maarittaa koe-eldinten kdyton maaran kussakin
koeasetelmassa. Validaatiotydn ja tilastollisen voima-analyysin
perusteella voidaan luotettavasti ennustaa soveltuvat ryhma-
koot, jotka minimoivat eldinten kaytén alimpaan mahdolliseen
ilman etta koeasetelman tilastollinen voima vaarantuu.

3. Parantaminen - Refinement

a) Perusteet eldinlajin valinnalle.
b) Miksi valittu eldinmalli on pa-
ras tieteellisten tavoitteiden kan-
nalta?

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

Suuri osa keskushermostollisten kehityssairauksien eldinmal-
leista on kehitetty jyrsijoissa. Jyrsijoissa havaitut taudin meka-
nismit, vasteet nykyisille ladkkeille (jos on) ja eldinten kayton
maara suhteessa saatavaan informaatioon lddkeaineen tehosta
ja turvallisuudesta ovat hyvat. Alemmilla selkdrankaisilla tai in
vitro -menetelmin ei voida saada samanlaista tietoa uusien laa-
keaineiden tehosta, koska kyseiset menetelmat eivat ole riitta-
vasti tutkittuja, eivatka yleisesti hyvaksyttyja ja kaytettyja. Ta-
man lisdksi ndista menetelmista ei ole saatavissa tietoa talla
hetkella kdytettyjen lddkeaineiden vasteista, joita voitaisiin
kayttaa verrattaessa uusista lddkeaineista saatavia tuloksia.
Eldimille suoritetaan vain tutkimuksen kannalta valttamattomat
toimenpiteet. Kirurgiset toimenpiteiden yhteydessa eldimille
annostellaan kipuladkkeita. Eldimille on tarjolla pehmennettya
ruokaa ja niitd nesteytetdan tarvittaessa. Eldimet lopetetaan
heti lopetuskriteerien tayttyessa.

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Ladkeaineiden tehon testaaminen amyotrofisen lateraskleroosin (ALS) prekliinisissa tautimal-

leissa

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisaltaa vakavia toimenpiteita
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Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli testata uusien ladkeaineiden tehoa amyotrofisen lateraskleroosin (ALS)
kokeellisissa hiirimalleissa. Tarkoituksena oli edesauttaa mahdollisen ihmiskdytt66n soveltuvan
ladkeaineen l6ytymista.

Kaytetyt elainmallit toimivat odotetusti ja antoivat luotettavia tuloksia ladkeaineiden tehokkuu-
desta. Tulokset raportoitiin tutkimusten tilaajille loppuraportin muodossa. Tuloksia on esitetty
kansainvalisissa kokouksissa. Tilaajat ovat saaneet luotettavaa tietoa kehittamiensa ladkeaineiden
tehosta tassa mallissa ja voivat niiden perusteella jatkaa ladkeaineiden kehitystyotaan.

Todelliset haittavaikutukset: Eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan
Ei toipumista Lieva Kohtalainen | Vakava
Hiiret (Mus musculus) 13 198 672 733

Miten hyvin kdytettyjen eldinten maara ja haittojen todellinen vakavuus vastaavat ennakoituja
maaria ja vakavuusluokkia?

Tutkimuksessa kaytettiin 1616 hiirta (ennakoitu maara 2400). Kaytetyt eldimet jakaantuivat seu-
raavasti: 1 % luokassa ei toipumista, 12 % luokassa lieva, 42 % luokassa kohtalainen ja 45 % luo-
kassa vakava.

Kaytettyjen eldinten maara oli n. 67 % suunnitellusta kdytostd, koska tarvetta ennakoiduille ko-
keille ei ollut. Vakavuusluokkien osalta noin 45 % kaytetyista eldimista kuului vakavuusluokkaan
vakava.

Miten hyvin hengissa pidettyjen eldinten kohtalo tutkimuksen paattyessa vastaa ennakoitua
kohtaloa?
Eldimet lopetettiin tutkimuksen paatteeksi suunnitelman mukaan kudosnaytteiden keraamiseksi.

Kaikki seikat, jotka saattavat edistda korvaamista, vihentamista ja parantamista koskevien toi-
mien toteuttamista:

Korvaaminen

Hankkeessa kaytetyille malleille ei ole olemassa korvaavia vaihtoehtoja, koska laakeaineiden te-
hoa, toimivuutta tai turvallisuutta ei keskushermostollisissa sairauksissa voida luotettavasti toden-
taa soluviljelmissa. Uusien ladkkeiden todellista tehoa tai vastetta ja turvallisuutta voidaan tutkia
luotettavasti vain koe-eldinmalleissa ennen kliinisia kokeita, silla talla hetkelld mikaan in vitro- tai
in silico-lahestymistapa ei pysty ennustamaan ladkeaineen tehoa ja/tai turvallisuutta. Testaukseen
soveltuvia In vitro malleja ei ole olemassa.

Vahentaminen

Kaytetyt eldinmallit ja menetelmat ovat koeasetelmasta riippuvia. Tilastollisilla menetelmilla on
selvitetty pienimmat tarvittavat ryhmakoot erojen havaitsemiseksi. Hankkeen tutkimukset on suo-
ritettu mahdollisimman pienella eldinmaaralla.

Parantaminen

Lautakunta edellytti takautuvassa arviossa mietittdavan 3R-mahdollisuuksien tehokasta hyodynta-
mista, varsinkin refinement-mahdollisuuksien osalta ja ndiden toteuttamista eldinten karsimyksen
minimoimiseksi.

Tutkimuksissa lopetuskriteerien perusteella lopetettiin 399 hiirta ja 12 hiirta I6ydettiin kuolleena.
Hankkeessa kaytettiin transgeenisia hiirilinjoja, joilla havaitaan progressiivisesti etenevia



11

halvausoireita ja painon putoamista. Eldinten kuntoa tarkkaillaan aluksi viikoittain ja eldinten
ikddntyessa ja taudinkuvan edetessa tarkastuskertoja tihennetaan. Hiirille on tarjolla veteen sekoi-
tettua jauherehua ja vetta pitkanippaisista pulloista, minka lisaksi niille tarjotaan vetta geelin muo-
dossa hakin pohjalle.

Hankeluvan aikana laitoksella on otettu kayttdon hyvinvoinnin pisteytystaulukko avustamaan lo-
petuskriteereiden maaritysta. Taman lisaksi hankeluvan aikana kaytté6n on otettu tunneli- tai kup-
pikasittely kaikissa hiirikokeissa, jolloin eldinten kasittelysta aiheutuvaa stressia on saatu vahen-
nettyd. Henkiloston koulutusta on yhtenaistetty siten, etta eldinten kanssa tydskentelevilla henki-
[6illa on keskendan samanlainen tapa tulkita lopetuskriteereita. Talloin valtytaan tarpeettomalta
karsimykselta, kun varmistetaan lopetuskriteereiden lahestyminen toteaminen hyvissa ajoin, jol-
loin eldaimet lopetetaan heti kriteerien tayttyessa. Luvan voimassaolon aikana tehdyt tutkimukset
olivat valtaosaltaan lyhyempia kuin lupa olisi sallinut. Hankeluvan aikana pilotoitiin mahdollisuutta
asuttaa uroshiiria ryhmahakeissa hakkivirikkeita lisdaamalla ja alustavat tulokset olivat positiivisia.

Muuta

Toiminnanharjoittaja osallistuu aktiivisesti eldintenhyvinvointitoiminnan kehittamiseen niin laitok-
sen sisdisessa toiminnassa kuin osana kansainvalista yritysta ja esittdaa hyvinvointityéhon liittyvia
tuloksia eri tilaisuuksissa.

Toiminnanharjoittaja selvittaa ilmiasultaan lievempioireisen C90rf72-hiirikannan soveltuvuutta
ALS:n hoitokeinojen tutkimiseen.

4. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi Ladkeaineiden tehon testaaminen multippeliskleroosin (MS)
prekliinisissa tautimalleissa.

Hankeluvan kesto 3 vuotta

Avainsanat MS-tauti, hiiri, hoito

Hankkeen tarkoitus Perustutkimus Ei
Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisdateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sadilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei

tus

Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei
Hankkeen tavoitteet (esim. tie- MS:n hoitoon ei ole talla hetkella kaytossa tehokkaita, sivuvai-
teellinen tieto, jota haetaan kutuksettomia hoitomuotoja. Prekliinisten eldinkokeiden tar-
taikka tieteelliset tai hoidolliset koituksena on edesauttaa mahdollisen ihmiskayttéon soveltu-
tarpeet) van ladkeaineen I6ytymista ja sita kautta helpottaa yksilon hy-

vinvointia ja tuoda yhteiskunnallista hyotya.

Hankkeesta saatava mahdollinen | Eldinkokeet ovat valttamattomia uusien lddkeaineiden kehitys-
hyoty (kuinka tiede edistyisi, tyossd. Mahdolliset positiiviset tulokset edesauttavat tutkitta-
kuinka ihmiset tai eldimet voisi- | van |ddkeaineen etenemista ladkekehitystydssda mahdollisesti
vat hyotya hankkeen tuloksista) | kliinisiin kokeisiin ja mydhemmin valmiiksi lddkkeeksi. Tutki-
mukset tuovat merkityksellista tietoa lddkeaineiden tehosta
MS-taudin monimuotoisen oireiston hoidossa.
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Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri 4950, rotta 2925 eldinta

Ennakoidut haitat eldaimille, arvi-
oidut vakavuusluokat, eldinten
kohtalo toimenpiteen paatyttya

Eldimille aiheutuu haittaa tautitilan indusoinnissa tehtavista ka-
sittelyista, ml. kirurgiset operaatiot ja toksiinivalitteinen tautiti-
lan induktio. Tautitila kehittyy eldimissa ihonalaisesti, systeemi-
sesti tai kirurgisesti aivoihin annosteltujen inokulanttien seu-
rauksena. Inokulaatiot, systeemiset annot ja kirurgiset toimen-
piteet aiheuttavat eldimelle kohtalaista tai huomattavaa hait-
taa. Kayttaytymistesteista, laakinnasta ja kuvantamisesta aiheu-
tuu eldimille lievaa tai kohtalaista haittaa. Pienelle maaralle ko-
keita voidaan kayttaa kirurgiaa vaativia ladkeannostelumuotoja.
Eldimet lopetetaan tutkimusten loputtua.

Vakavuusluokat: kohtalainen, vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Replacement
Miksi eldimia on kadytettava tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

In vitro -mallien kdyttomahdollisuudet ovat hyvin rajalliset joh-
tuen koko organismin fysiologisten ja anatomisten ulottuvuuk-
sien puuttumisesta mallinnettaessa kutakin sairautta in vitro -
olosuhteissa. Uusien lddkkeiden todellista tehoa tai vastetta
seka turvallisuutta voidaankin tutkia luotettavasti vain koe-
elainmalleissa ennen kliinisia kokeita. Talla hetkellda mikaan in
vitro tai in silico -lahestymistapa ei voi ennustaa ladkeaineen te-
hoa ja/tai turvallisuutta. In vitro ja in silico -mallit tukevat ja voi-
vat auttaa koe-eldintutkimusten suunnittelussa ja ennustami-
sessa.

2. Vahentaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta eldi-
mia kaytetadn mahdollisimman
vahan?

Koeasetelmat ovat standardoituja ja niiden kdyton pohjana on
perusteellinen mallien validointityd. Kunkin geneettisen mallin
taustalla on ihmissairautta oleellisin osin mallintava eldinmallin
ilmiasu, jonka tulee olla seka perinndllisesti relevantti etta oi-
reistoltaan/patologialtaan ihmissairautta kuvaava. Nain varmis-
tetaan, etta koe-eldainmalli kayttaytyy mallille kuuluvalla tavalla
ja antaa oikeanlaisen taudinkuvan. Koeasetelmissa ryhman si-
sainen variaatio minimoidaan mallivalidaatioty6lla, joka maarit-
telee tilastollisesti tarvittavat ryhméakoot (voima-analyysi) ja
joka maarittaa koe-eldinten kdayton maaran kussakin koeasetel-
massa. Validaatiotyon ja tilastollisen voima-analyysin perus-
teella voidaan luotettavasti ennustaa soveltuvat ryhmakoot,
jotka minimoivat eldinten kaytén alimpaan mahdolliseen ilman
ettd koeasetelman tilastollinen voima vaarantuu.

3. Parantaminen - Refinement

a) Perusteet eldinlajin valinnalle.
b) Miksi valittu eldinmalli on pa-
ras tieteellisten tavoitteiden kan-
nalta?

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

Suuri osa keskushermoston sairauksien eldinmalleista on kehi-
tetty jyrsijoissa. Jyrsijoissa havaitut taudin mekanismit, vasteet
nykyisille Iadkkeille (jos on) ja eldinten kdytén maara suhteessa
saatavaan informaatioon lddkeaineen tehosta ja turvallisuu-
desta ovat hyvat. Alemmilla selkdrankaisilla tai in vitro -mene-
telmin ei voida saada samanlaista tietoa uusien ladkeaineiden
tehosta, koska kyseiset menetelmat eivat ole riittavasti tutkit-
tuja, eivatka yleisesti hyvaksyttyja ja kaytettyja. Taman lisaksi
ndistd menetelmista ei ole saatavissa tietoa talla hetkella kay-
tettyjen ladkeaineiden vasteista, joita voitaisiin kayttaa verrat-
taessa uusista lddkeaineista saatavia tuloksia. Eldimille suorite-
taan vain tutkimuksen kannalta valttamattomat toimenpiteet.
Tarvittaessa eldimia hoidetaan tukitoimin, kuten antamalla
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pehmennettya rehua ja/tai nesteyttamalla ja/tai kipuladkkein,
silloin kun koeasetelma sen sallii. Kirurgisten toimenpiteiden
yhteydessa eldimille annostellaan kipuldakkeita. Eldimille on
tarjolla pehmennettya ruokaa ja niita nesteytetaan tarvittaessa.
Eldimet lopetetaan heti lopetuskriteerien tayttyessa.

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET

Ladkeaineiden tehon testaaminen multippeliskleroosin (MS) prekliinisissa tautimalleissa.

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisaltaa vakavia toimenpiteita

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli testata uusien lddkeaineiden tehoa MS-taudin hoidossa prekliinissa (klii-
nisid kokeita edeltdvissa) hiirimalleissa. Tutkimusmalleilla pyrittiin myos liséamaan MS-taudin me-

kanismien ja vaikutusten ymmarrysta uusien ladkkeiden ja ladkehoitomuotojen kehittamiseksi.
Kaytetyt eldinmallit toimivat odotetusti ja antoivat luotettavia tuloksia ladkeaineiden tehokkuu-
desta. Osasta testatuista ladkeaineista saatiin positiivisia tuloksia. Osa ladkeaineista on edennyt

kliinisiin kokeisiin.

Todelliset haittavaikutukset: Eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan

Ei toipumista Lieva Kohtalainen | Vakava
Hiiret (Mus musculus) [A1] 47 440 594 524
Rotat (Rattus norvegicus) [A2] 9 130 606 17

Miten hyvin kaytettyjen eldinten maara ja haittojen todellinen vakavuus vastaavat ennakoituja

maaria ja vakavuusluokkia?

Tutkimuksissa kdytettiin 1617 hiirta (ennakoitu maara 4950) ja 762 rottaa (ennakoitu maara 2925).

Kaytetyt eldimet jakaantuivat seuraavasti: 4 % hiirista ja 1 % rotista luokassa ei toipumista, 27 %

hiirista ja 17 % rotista luokassa lieva, 37 % hiirista ja 80 % rotista luokassa kohtalainen ja 33 % hii-

rista ja 2 % rotista luokassa vakava.

Kaytettyjen eldinten maara oli n. 30 % suunnitellusta kdytostd, koska tarvetta ennakoiduille ko-
keille ei ollut. Vakavuusluokkien osalta noin 23 % kaytetyista eldimista kuului vakavuusluokkaan
vakava. Osahankkeittain vakavaa haittaa aiheutui seuraavasti: Osahanke 1 (MBP/MOG/PLP-in-

dusoitu MS): 387/973 (40 %), Osahanke 2 (LPC-malli): 1/699 (0,1 %), Osahanke 3 (Cuprizone-malli):
155/647 (24 %). Osahankkeessa 4 (Kehityksellinen demyelinaatio-malli) kdytettiin 60 rottaa, jotka

kaikki kuuluivat luokkaan lieva.

Miten hyvin hengissa pidettyjen eldinten kohtalo tutkimuksen paattyessa vastaa ennakoitua

kohtaloa?

Eldimet lopetettiin tutkimuksen paatteeksi suunnitelman mukaan.

Kaikki seikat, jotka saattavat edistda korvaamista, vahentdamista ja parantamista koskevien toi-

mien toteuttamista:

Korvaaminen

Hankkeessa kaytetyille malleille ei ole olemassa korvaavia vaihtoehtoja. In vitro -mallien kaytto-

mahdollisuudet ovat hyvin rajalliset johtuen koko organismin fysiologisten ja anatomisten ulottu-
vuuksien puuttumisesta, kun kutakin sairautta mallinnetaan in vitro - olosuhteissa. Uusien ladkkei-
den todellista tehoa tai vastetta seka turvallisuutta voidaan tutkia luotettavasti vain koe-
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eldainmalleissa ennen kliinisia kokeita. Talla hetkelld mikaan in vitro tai in silico - [ahestymistapa ei
voi ennustaa ladkeaineen tehoa ja/tai turvallisuutta.

Vahentaminen

Kaytetyt elainmallit ja menetelmat ovat koeasetelmasta riippuvia. Tilastollisilla menetelmilla on
selvitetty pienimmat tarvittavat ryhmakoot erojen havaitsemiseksi. Hankkeen tutkimukset on suo-
ritettu mahdollisimman pienella eldinmaaralla. Osahankkeen 2 (LPC-malli) kohdalla tarvittavaa
elainmaara voisi olla mahdollista edelleen pienentda kehittamalla mallin indusoimiseen kaytettya
kirurgista antotekniikkaa.

Parantaminen

Lautakunta edellytti takautuvassa arvioinnissa annetavan selvitys siita, kuinka moni eldin koki va-
kavaa haittaa, kuinka moni lopetettiin lopetuskriteerien perusteella ja mita refinementtia hyodyn-
nettiin tutkimuksen kuluessa.

Osahankkeessa 1 lopetuskriteerien perusteella lopetettiin 67 hiirta ja 10 rottaa, kuolleena l6ydet-
tiin 1 hiiri. Osahankkeessa 2 lopetuskriteerien perusteella lopetettiin 2 rottaa. Osahankkeessa 3
lopetettiin 35 hiirta ja kuolleena l6ydettiin 12 hiirta. Osahankkeessa 4 kaikki rotat lukeutuivat luok-
kaan lieva, eika kuolleena loydetty tai lopetusta vaatinut yksikdan elain.

Hankeluvan aikana laitoksella on otettu kaytto6n hyvinvoinninpisteytystaulukko avustamaan lope-
tuskriteereitd maaritettdessa. Henkiloston koulutusta on yhtenaistetty siten, etta eldinten kanssa
tyoskentelevilla henkildilla on yhtendisempi tulkinta lopetuskriteereista. Taman lisdksi hankeluvan
aikana kayttoon on otettu tunneli- tai kuppikasittely kaikissa hiirikokeissa, jolloin eldinten kasitte-
lysta aiheutuvaa stressia on saatu vahennettya.

Eldinten kuntoa tarkkaillaan vahintaan kahdesti paivassa. Eldimille on tarvittaessa tarjolla pehmen-
nettya rehua ja vetta pitkanippaisista pulloista. Eldinten painoa verrataan kokeen aikaiseen maksi-
mipainoon. Osahankkeissa 1-3, kun paino tippuu >20 % maksimipainosta, eldinta seurataan 24
tunnin ajan ja mikali paino ei ole tana aikana noussut, eldin lopetetaan. Osahankkeessa 4 pentujen
kasvun pysahtyminen tai painon lasku 48 tunnin tarkastelujakson aikana johtavat pennun lopetta-
miseen. Muita lopetuskriteereja olivat: eldin ei pysty kddntymaan 5 sekunnin aikana, kun sen laite-
taan kyljelleen. Osahankkeessa 1 lopetuskriteerind ovat myds pitkalle edenneet halvaantumisoi-
reet (taso 4), tasapainohairiot ja ihovauriot, jotka eivat parane hoidosta huolimatta. Lopetuskritee-
reja on hankala kiristaa entisestdaan vaarantamatta tulosten luotettavuutta.

Osahankkeessa 1 mallin indusointiin kdytettavien reagenssien pitoisuutta vahennettiin, jolloin va-
kavien iho-oireiden maara saatiin laskemaan. Lisaksi osahankkeessa 1 hiirten avustettua virtsaa-
mista tihennettiin 2 kertaan paivassa, aiemman 1 pissatuskerran sijaan. Osahankkeessa 3 lisattiin
elainten kunnon tarkkailua ja tukihoitoa kehitettiin tehokkaammaksi. Lisdaksi mallin indusoinnin
akuutissa vaiheessa osalle hiirista jatettiin annostelematta 1-2 annosta cupritsonea, jolloin paino
alkoi nousta ja lopetuskriteerit tayttavaa painonpudotusprosenttia ei saavutettu.

Muuta

Toiminnanharjoittaja osallistuu aktiivisesti eldintenhyvinvointitoiminnan kehittamiseen niin laitok-
sen sisdisessa toiminnassa kuin osana kansainvalista yritysta ja esittda hyvinvointityohon liittyvia
tuloksia eri tilaisuuksissa.
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5. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Keskushermoston suojaus sydan- ja aorttakirurgiassa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Sydan, keskushermosto, sydankirurgia, suojaus, sydankeuhko-
kone

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla

Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisdaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

Hankkeen tavoitteet (esim. tie-
teellinen tieto, jota haetaan
taikka tieteelliset tai hoidolliset
tarpeet)

Vaikeiden synnynndisten sydanvikojen, aortan kaaren seka las-
kevan aortan korjauksissa joudutaan joskus pysayttamaan tai
heikentamaan aivojen tai selkdytimen verenkiertoa. Tahan liit-
tyy huomattavien neurologisten komplikaatioiden vaara. Laske-
malla keskushermoston lampétilaa voidaan aineenvaihduntaa
ja hapenkulutusta voidaan vahentda. Usein monimutkaiset aor-
tan kaaren korjausleikkaukset vaativat kuitenkin pidemman
ajan mihin pelkka l[ampotilan lasku antaisi suojan, joten tutki-
muksillamme pyrimme I6ytamaan keinoja pidentaa hypotermi-
sen verenkierron pysaytyksen turvallista aikaa. Olemme laajen-
taneet tutkimuksiamme niin, ettd pyrimme tutkimaan ja loyta-
maan keinoja myos selkdytimen ja sydamen suojaukseen. Las-
kevan rinta-aortan ja vatsa-aortan korjausleikkauksien pelatyin
komplikaatio on alaraajojen halvaantuminen.

Tutkimustemme tavoitteena on kehittaa aivojen, selkdytimen ja
sydamen suojaamiseen kaytettdvida uusia menetelmia, joilla voi-
daan vahentaa vaativaan sydankirurgiaan liittyvia komplikaati-
oita. Lisdksi tutkimme iskemia-reperfuusiovaurion mekanismeja
ja pyrimme lieventdamaan siita aiheutuvia haittoja. Iskemia-re-
perfuusiovauriolla tarkoitetaan niita haitallisia solutason tapah-
tumia, jotka syntyvat verenkierron palautuksen jalkeen ja pa-
hentavat jo verenkierron- tai hapenpuuteen jo aiheuttamaa so-
luvauriota. Iskemia-reperfuusiovaurio aiheuttaa merkittavia ku-
dos- ja soluvaurioita verenkierron palautumisen jalkeen.

Hankkeesta saatava mahdollinen
hyoty (kuinka tiede edistyisi,
kuinka ihmiset tai eldimet voisi-
vat hyotya hankkeen tuloksista)

Tutkimustuloksemme ovat siirrettavissa helposti ihmistutki-
muksiin ja sitd kautta kaytantoon potilaiden hoidossa. Parem-
mat

keskushermoston suojausmenetelmat vahentavat operaatioihin
joutuvien potilaiden neurologisia komplikaatioita, inhimillista
karsimysta ja hoitokustannuksia.

Kaytettdvat eldinlajit ja eldin-
maarat

Sika, 315 eldinta

Ennakoidut haitat eldaimille, arvi-
oidut vakavuusluokat, eldinten
kohtalo toimenpiteen paatyttya

Eldimille aiheutuu haittaa sydameen kohdistuvasta kirurgisesta
toimenpiteesta ja siitd seuraavista motorisista hairidista. Por-
saat
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lopetetaan toimenpiteen ja/tai seurannan jalkeen.
Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Replacement
Miksi eldimia on kaytettava tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

Tutkimuksessa ei voida hyddyntaa eldainkokeettomia
menetelmia, johtuen tutkimusmallin monimutkaisuudesta.
Porsasmalli on seka verenkiertoelimiston fysiologialta etta
anatomialta hyvin samankaltainen ihmisen kanssa. Tama
mahdollistaa tutkimustulosten siirrettavyyden kliinisiin tutki-
muksiin ja kaytantoon.

2. Vahentaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta eldi-
mia kdytetdaan mahdollisimman
vahan?

Aikaisempien tutkimustemme perusteella olemme laskeneet
(power analysis) tarvittavien koe-eldinten maarat kussakin koe-
sarjassa tilastotieteen menetelmin. Suunnittelemme ja toteu-
tamme sarjat vahaisimmalla maaralla eldaimia, milld on vield
mahdollista saada tilastollista merkitsevyytta ja voimaa tulok-
siin.

3. Parantaminen - Refinement

a) Perusteet eldinlajin valinnalle.
b) Miksi valittu eldinmalli on pa-
ras tieteellisten tavoitteiden kan-
nalta?

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

Porsaan verenkiertoelimistdn anatomia ja fysiologia ovat hyvin
lahelld ihmisen vastaavia. Eldinmalli on paras, koska tulokset
ovat helposti sovellettavissa kaytannon potilashoitoon. Kaytta-
massamme koe-eldinmallissa pyrimme huomioimaan kaikin
mahdollisin tavoin eldgimen hyvinvoinnin. Esilddke annetaan jat-
koletkun ja neulan avulla porsaan niskaan eldimen ollessa va-
paana karsinassa. Pitka jatkoletku mahdollistaa sen, etta porsas
saa liikkkua vapaasti injektion aikana.

Talloin injektio voidaan my6s antaa hitaammin, mika vahentaa
yksittdisen lihakseen annosteltavan injektion kivuliaisuutta.
Yleisanestesiassa eldimia hoidetaan kuten ihmispotilaita ja
leikkauksen jalkeinen kipuldakitys on riittavaa ja runsasta hy-
vien hoitokaytant6éjen mukaisesti.

Eldimen heraamisen jalkeen toipumista heraamossa seuraa lapi
yon aina tutkija. Porsas siirretddan omaan karsinaan vasta kun se
on kunnolla herannyt. Tarvittaessa kaytetaan ylimaaraista
lampdlahdetta. Porsaiden alla pidetdan pehmustetta
makuuvammojen valttamiseksi.

Tutkijat tarkastavat eldimen tilanteen joka paiva koe-eldinkes-
kuksen eldintenhoitajien ohella ja mahdollisiin ongelmiin puu-
tutaan valittomasti. Kipulaakityksesta huolehditaan koko seu-
rantajakson ajan. Sioille tehd&dan joka paiva myos postoperatii-
visen tilan arviointi ja pisteytys. Koe-eldinlaitoksen eldinlaakari
seuraa eldinten hyvinvointia ja on kadytettavissa aina tarvitta-
essa.

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Keskushermoston suojaus sydan- ja aorttakirurgisissa toimenpiteissa

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisdltaa vakavia toimenpiteitd

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteet saavutettiin lopulta varsin hyvin, vaikka alkuperaisessa hankeluvassa olleita
osahankkeita 1 ja 2 ei lopulta kdytettykdaan vaan naiden tilalle kehitettiin osahankkeet 4 ja 5, joista
on tehty erilliset muutospaatokset. Osahankkeen 3 tavoitteena oli selvittaa pitkdan hypotermisen
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selektiivisen aivoperfuusion vaikutuksia selkdaytimen suojaukseen sikamallilla. Tutkimuksen avulla
saime demonstroitua turvarajoja talle toimenpiteelle, joita voidaan hyédyntaa myds ihmisilla. Osa-
hanke 4 aloitettiin kokeellisella sikamallilla, mutta sikojen kasvuvauhti seurannassa osoitti sydan-
lappdoperaation jalkiseurannan mahdottomaksi, joten reagoimme asiaan nopeasti ja vaihdoimme
muutospaatdksella lajin lampaaksi. Talla muutoksella osahankkeen tavoitteisiin paastiin huomatta-
vasti paremmin ja totesimme sydanldappaoperaation ja uuden menetelman alustavasti toimivaksi.
Osahankkeessa 5 tutkittiin aortan valiaikaista sulkua traumaattisessa verenvuototilanteessa sika-
mallilla. Saavutimme hankkeen tavoitteet saamalla tarkeaa tietoa verenkierrollisista muutoksista
eri elimissa. Kaikki hankkeen tutkimukset on joko julkaistu tai julkaisuvaiheessa.

Todelliset haittavaikutukset: Eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan

Ei toipumista Lieva Kohtalainen | Vakava
Siat (Sus scrofa domesticus) 30 0 28 44
Lampaat (Ovies aries) 7 0 48 0

Miten hyvin kdytettyjen eldinten maara ja haittojen todellinen vakavuus vastaavat ennakoituja
maaria ja vakavuusluokkia?

Kaytettyjen eldinten kokonaismaara 157 jai lopulta huomattavasti alhaisemmaksi kuin mita luvalla
eldimia oli. Tama johtui tutkimuksen osahankkeiden muutoksista seka tutkimusryhman kokoonpa-
non seka kaytettadvissa olevien leikkausmaarien ja resurssien muutoksista. Osin muutos johtuu
myo0s siitd, ettd toimintaa on saatu parannettua ja epdonnistuneita kokeita oli vahemman ja lo-
pulta myods tutkimuksen tavoitteisiin paaseminen ei vaatinut niin montaa eldinta, kun alun perin
ajateltiin. Haittojen todellinen vakavuus piti varsin hyvin paikkaansa. Osahankkeessa 5 eldimia ei
heratetty lainkaan operaation jalkeen vaan lopetus tapahtui nukutuksen aikana, joten haittaluokka
jai suunniteltua (vakava) vahaisemmaksi. Osahankkeessa 4 kohtalainen haitta piti paikkansa ja sa-
moin osahankkeessa 3 vakava haittaluokka koski kdytanndssa kaikkia eldimia.

Kaikki seikat, jotka saattavat edistdaa korvaamista, vahentamista ja parantamista koskevien toi-
mien toteuttamista:

Korvaaminen

Tasta hankkeesta saatavien tietojen perusteella ei olla pystytty kehittamaan uusia toimintatapoja,
joilla voidaan korvata eldinten kaytto. Varsinkin sydanlappatutkimus on vahvistanut ndakemysta
siitd, ettd suurten koe-eldinten kayttaminen tallaisissa tutkimuksissa on ensiarvoisen tarkeaa en-
nen siirtymista ihmistutkimuksiin.

Vahentaminen
Hankkeessa kaytettiin tilastollisia keinoja merkitsevan tuloksen saamiseen tarvittavista eldinmaa-
ristd. Tata on kaytetty myos aiemmin.

Parantaminen

Hankkeessa parantaminen toteutui silld, ettd vaihdoimme koe-eldinlajin siasta lampaaksi huomat-
tuamme sian huonon soveltuvuuden pitkdaikaisseurantaan. Huomasimme myos, etta kipuldak-
keen imeytyminen vaihteli huomattavasti eldinten valilla ja annos oli valilla liikaa ja valilla liian va-
hén, joten vaihdoimme kipuladkityksen pistettdvdan muotoon, jolloin kipuldakityksen vaikutus pa-
rani ja haittavaikutukset vahenivit.

Muuta
Pyrimme tuomaan asiat julkaisuissamme esille seka kertomaan l16ydoksista muille vastaaville tutki-
musryhmille.
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6. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Ladkeaineiden tehon prekliininen tutkiminen Dahl-SS-rottakan-
nassa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Aivohalvaus, prekliininen ladketutkimus

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Ei
Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei
Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden tai | Ei
hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei
Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- Ei
tus

Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei
Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

Hankkeen tavoitteet (esim. tie-
teellinen tieto, jota haetaan
taikka tieteelliset tai hoidolli-
set tarpeet)

Tassd hankkeessa tavoitteena on testata uusien ladkeaineiden ja
hoitomuotojen tehoa luotettavasti vakiintuneissa eldinmalleissa,
jotta jatkokehittamiseen pystytdan valitsemaan toimivat ja tehok-
kaat ehdokkaat. Tutkimus edesauttaa tehokkaimpien ja lupaa-
vimpien ladkeaineiden ja hoitojen nopeaa etenemista kliinisiin
kokeisiin ja sita kautta kyseisistd vaurioista/sairauksista karsivien
ihmisten kayttoon.

Hankkeesta saatava mahdolli-
nen hyoty (kuinka tiede edis-
tyisi, kuinka ihmiset tai eldimet
voisivat hyotya hankkeen tu-
loksista)

Aivohalvaus on maailmanlaajuisesti johtavia kuolinsyita ja myos
suurimpia syita vaikeasti ja pitkdaikaisesti vammautumisiin erityi-
sesti nuorilla ja tyoikaisilla ihmisilla. Toimivat ja/tai oireita helpot-
tavat ladkkeet aivohalvauksen hoitoon hyodyttaisivat ihmisia
mm. kansantaloudellisella, sosiaalisella ja psykologisella tasolla
alkaen esim. yksittdisen ihmisen huomattavasta elamanlaadun
parantumisesta aina maailmanlaajuisiin sosioekonomisiin hyotyi-
hin.

Kaytettavat eldinlajit ja elain-
maarat

Rotta, 120 eldinta

Ennakoidut haitat eldimille, ar-
vioidut vakavuusluokat, eldin-

ten kohtalo toimenpiteen paa-
tyttya

Eldimille aiheutuu haittaa ikdantymisen aikana kehittyvista aivo-
halvausoireista ja LPS-annostelun aiheuttamista aivohalvausoi-
reista. Lievaa haittaa aiheutuu myo6s verindytteenotoista, kayttay-
tymistesteistad ja kuvantamismittauksista. Eldimet lopetetaan tut-
kimuksen lopussa 18 viikon idssa tai lopetuskriteerien tayttyessa.
Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen -

Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Replacement
Miksi eldimia on kdytettava
tdssa hankkeessa ja miksi kor-
vaavaa menetelmaa ei voi
kayttaa?

Testattavan ladkeaihion edulliset vaikutukset on yleensa testattu
korvaavin menetelmin ennen prekliinista vaihetta. Toisaalta en-
nen kuin vaikutuksia voidaan testata ihmiselimistossa, 1aa-
keaihion teho sekd mahdollisesti turvallisuus ja spesifisyys on to-
dettava selkdrankaisessa nisakaselimistossa. Tutkimuksessa kay-
tettavat sairaus-/vauriomallit ovat kudosspesifisia ja esiintyvat ih-
miselld hyvin pitkalle erilaistuneissa soluissa, jotka puolestaan
kuuluvat suurempiin solu- ja kudoskokonaisuuksiin.

2. Vihentaminen - Reduction

Eldinryhmille maaritetdan oikeanlaiset koot tilastotieteellisin me-
netelmin. Riittavan kokoiset ryhmat ja riittavan pitkat seuranta-

ajat vahentavat myds saman koeasetelman toistamista
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Kuinka on varmistettu, ettd
elaimia kaytetdadn mahdollisim-
man vahan?

uudestaan. Ennen minkadan eldinmallin ottamista tutkimuskayt-
toon se validoidaan ja pilotoidaan.

3. Parantaminen - Refinement
a) Perusteet eldinlajin valin-
nalle.

b) Miksi valittu eldinmalli on
paras tieteellisten tavoitteiden
kannalta?

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

a) Suurin osa aivojen verenkiertohdirididen elainmalleista on ke-
hitetty hiirissa ja rotissa. Jyrsijoiden fysiologia soveltuu kyseisiin
malleihin. Jyrsijoiden kaytto on lisdksi yleisesti hyvaksytty sai-
raus/vauriomalleihin kohdistuvissa prekliinisissa kokeissa.

b) Kaytettavat prekliiniset tautimallit ovat laajasti hyvaksyttyja ja
kaytettyja toistettavuutensa, ennustettavuutensa ja kattavan ker-
tyneen tausta-aineiston vuoksi. Eldinmallit on valittu siten etta ne
olisivat mahdollisimman informatiivisia ja toistettavia toteutuk-

sen ja tulosten kannalta.

c) Tutkimusmallille tyypilliset hyvinvointiin vaikuttavat tekijat on
selvitetty ja huomioitu validaatiokokein seka tutkimusmallikohtai-
sin lopetuskriteerein. Lopetuskriteereissa on tarkoin maaritelty
malleille tyypillisten oireiden paatepiste. Eldimille tehtavat tutki-
mukselliset toimenpiteet, kuten naytteenotto tai kayttaytymis-
testit suoritetaan mahdollisimman vahan stressia aiheuttavia me-
netelmia kayttden. Eldimet esimerkiksi totutetaan uuteen ympa-
ristoon tai laitteistoon ja niita kasitelldaan ennen kokeen alkua.

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Ladkeaineiden tehon prekliininen tutkiminen Dahl-SS-rottakannassa

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisaltaa vakavia toimenpiteita

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli kliinisiin kokeisiin tahtaavien ladkeaineiden/terapiamuotojen luotettava
testaaminen ja tehokkaiden hoitojen seulominen aivojen ja perifeeristen kudosten verenkiertohai-
rididen ja keskushermostoon kohdistuvien (aivot ja selkdydin) traumavaurioiden hoitoon ja paran-
tamiseen kayttdaen suolaherkkaa Dahl SS (SS, salt sensitive) rottakantaa. Kyseiselle kannalle kehit-
tyy korkea verenpaine ja sydan- ja verisuoniperaisia sairauksia muutaman viikon kuluttua suolapi-
toisen dieetin aloittamisen jalkeen. Hankkeessa rotille syotettiin seka lievasti suolapitoista rehua
(suolapitoisuus 0.4 %) etta keskisuolaista rehua (suolapitoisuus 4 %). Toisessa osahankkeessa ro-
tille annosteltiin lipopolysakkaridia (LPS) aivohalvausoireiden aiheuttamiseksi. Seuraavaksi elai-
milla tutkittiin testattavien ladkeaineiden tehoa.

Hankkeessa kaytetyt eldinmallit toimivat odotetusti ja antoivat luotettavaa tietoa ladkeaineiden
tehokkuudesta. Tulosten perusteella tutkitut |adkeaineet eivat osoittaneet riittdvaa tehokkuutta
edetdkseen seuraaviin tutkimusvaiheisiin.

Todelliset haittavaikutukset: Eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan
Ei toipumista Lieva Kohtalainen | Vakava
Rotat (Rattus norvegicus) 0 83 0 30

Miten hyvin kdytettyjen eldinten maara ja haittojen todellinen vakavuus vastaavat ennakoituja
maaria ja vakavuusluokkia?

Tutkimuksessa kadytettiin 118 rottaa (ennakoitu maara muutosluvan jalkeen 220). Kaytetyt eldimet
jakaantuivat seuraavasti: 0 % luokassa ei toipumista, 75 % luokassa lieva, 0 % luokassa kohtalainen
ja 25 % luokassa vakava.
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Kaytettyjen eldinten maara oli n. 54 % suunnitellusta kdytosta. Osahankkeittain vakavaa haittaa
aiheutui seuraavasti: Osahanke 1 (suolarehulla ruokinta) 2/88 (2 %), Osahanke 2 (LPS indusoitu
malli) 28/30 (93 %).

Kaikki seikat, jotka saattavat edistda korvaamista, vahentamista ja parantamista koskevien toi-
mien toteuttamista:

Korvaaminen

Hankkeessa kaytetyille malleille ei ole olemassa korvaavia vaihtoehtoja. Alkuvaiheen turvallisuus-
testien jalkeen aivojen verenkiertohairidihin liittyvissa ladaketutkimuksissa korvaavia malleja ei
enaa voida juuri kayttaa, silla kyseiset sairaus- ja vauriotilat liittyvat suuremman kokonaisuuden -
keskushermoston ja verenkiertoelimistdn - toimintaan. Hermosto ja verenkiertoelimisto toimivat
vuorovaikutuksessa toisiinsa ja muuhun elimistoon, kokonaisuutena, joka poikkeaa hyvinkin paljon
osiensa summasta. Hankkeessa tutkitut sairaus/vauriomallit ovat kudosspesifisia ja esiintyvat ihmi-
sella hyvin pitkalle erilaistuneissa soluissa, jotka puolestaan kuuluvat suurempiin solu- ja kudosko-
konaisuuksiin. Taman vuoksi uusien |adkeaineiden todellista tehoa ja turvallisuutta voidaan ennen
kliinisia kokeita tutkia tehokkaasti vain koe-eldainmalleissa.

Vahentaminen

Kaytetyt eldinmallit ja menetelmat ovat koeasetelmasta riippuvia. Tilastollisilla menetelmilla on
selvitetty pienimmat tarvittavat ryhmakoot erojen havaitsemiseksi. Hankkeen tutkimukset on suo-
ritettu mahdollisimman pienella eldinmaaralla.

Parantaminen

Lautakunta edellytti takautuvassa arvioinnissa kerrottavan, kuinka moni eldin lopetettiin lopetus-
kriteerien perusteella, sekd millaisia eldinten hyvinvointia parantavia keinoja (esim. tukihoito)
hankkeen aikana l6ydettiin.

Osahankkeessa 1(ladkeaineiden tehon tutkiminen Dahl-SS-rotissa) lopetettiin lopetuskriteerien pe-
rusteella 2 rottaa. Osahankkeessa 2 (Iadkeaineiden tehon tutkiminen LPS-kasitellyissa Dahl-SS-ro-
tissa) lopetettiin lopetuskriteerien perusteella 1 rotta ja kuolleena l6ydettiin 8 rottaa.

Hankeluvan aikana laitoksella on otettu kdyttoon hyvinvoinninpisteytystaulukko avustamaan lope-
tuskriteereitd maaritettdaessa. Henkilostdon koulutusta on yhtenaistetty siten, etta eldinten kanssa
tyoskentelevilla henkildilla on yhtendisempi tulkinta lopetuskriteereista. Eldinten annetaan tottua
laitoksen tiloihin vahintaan viikon verran ennen rehuruokinnan aloittamista, jolloin aloitetaan
myos eldinten kasittely matalan stressitason saavuttamiseksi. Eldinten kuntoa tarkkaillaan kaksi
kertaa paivassa mahdollisten halvausoireiden havaitsemiseksi. Tarvittaessa niille tarjotaan hakin
pohjalle pehmennettya rehua ja juomapulloihin vaihdetaan pitkat juomanipat. Viime vuonna teh-
tyyn kokeeseen haettiin muutoslupa, joka salli eldinten tarkkailun kerran paivassa halvausoireiden
toteamiseen saakka, mika osoittautui riittavaksi tiheydeksi oireiden havaitsemiseen. Kyseisessa
kokeessa halvausoireita havaittiin yhdella eldgimellad (1/50).

Muuta

Toiminnanharjoittaja osallistuu aktiivisesti eldinten hyvinvoinnin kehittamistoimintaan niin laitok-
sen sisdisessa toiminnassa kuin osana kansainvalista yritysta ja esittda hyvinvointityohon liittyvia
tuloksia eri tilaisuuksissa.

7. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi Laakeaineiden tehon testaaminen lysosomaalisten kertymasai-
rauksien prekliinisissa eldginmalleissa
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Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

prekliininen ladkeainetutkimus, lysosomaalinen kertymasai-
raus, Batten

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Ei
Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden | Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei
Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito- Ei
opetus

Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Kylla

Hankkeen tavoitteet (esim. tie-
teellinen tieto, jota haetaan
taikka tieteelliset tai hoidolliset
tarpeet)

Lysosomaalisia kertymasairauksia tunnetaan ainakin 51 eri-
laista ja kaikkien sairauksien hoitoon ei ole olemassa tehokkaita
ladkeaineita. Lysosomaaliset kertymasairaudet aiheuttavat po-
tilaille ja heidan omaisilleen huomattavaa karsimysta. Kertyma-
sairauksia on useita eri muotoja, joita havaitaan niin lapsuus-
idssa kuin nuorissa ja aikuisissa. Jokainen eri lysosomaalinen
kertymasairaus johtuu geenimutaatiosta jossakin lysosomaali-
sen aineenvaihduntareitin entsyymia tai siihen liittyvaa proteii-
nia koodittavassa geenissa. Sairaudet ovat vakavimmillaan kuo-
lemaan johtavia. Tavoitteena on edesauttaa potentiaalisten
ladkeaineiden etenemista kliinisiin kokeisiin.

Hankkeesta saatava mahdollinen
hyoty (kuinka tiede edistyisi,
kuinka ihmiset tai eldimet voisi-
vat hy6tya hankkeen tuloksista)

Tavoitteena on kehittaa uusia tehokkaita hoitomuotoja lyso-
somaalisten sairauksien hoitoon. Tutkimusmallien kaytto edis-
tda myos lysosomaalisten sairauksien mekanismien tutkimista,
mika edesauttaa uusien lddkkeiden ja ladkehoitomuotojen ke-
hittamista.

Kaytettavat eldinlajit ja elain-
maarat

Hiiri 3950 eldinta

Ennakoidut haitat eldimille, arvi-
oidut vakavuusluokat, eldinten
kohtalo toimenpiteen paatyttya

Tutkimusmallista riippuen geenimuunnelluilla hiirilla esiintyy
eriasteisia neurologisia oireita johtaen heikentyneeseen moto-
riikkaan ja koordinaatioon seka halvaantumisoireisiin. Haittaa
aiheutuu myos tutkittavien aineiden toistuvista annosteluista,
verindytteenotosta, motoriikkaa mittaavista testeista ja kuvan-
tamisista. Tutkimuksen paatteeksi eldimet lopetetaan.
Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Replacement
Miksi eldimia on kdytettdva tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

In vitro -mallit lysosomaalisten kertymadsairauksien tutkimiseksi
ovat hyvin rajalliset. Uusien ladkkeiden todellista tehoa tai vas-
tetta seka turvallisuutta voidaan tutkia luotettavasti vain koe-
eldinmalleissa ennen kliinisia kokeita.

2. Vahentdminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta eldi-
mid kdytetadn mahdollisimman
vahan?

Koeasetelmat on standardoituja ja niiden kdyton pohjana on
perusteellinen mallien validointityd. Validointityolld varmiste-
taan, ettd koe-eldinmalli kdyttaytyy mallille kuuluvalla tavalla ja
antaa oikeanlaisen tautivasteen. Koeasetelmissa ryhman sisai-
nen variaatio minimoidaan mallivalidaatiotyolla, joka maaritte-
lee tilastollisesti tarvittavat ryhmakoot (voima-analyysi).




22

Hankkeessa kaytettavat lysosomaalisten sairauksien mallit ovat
kirjallisuudessa hyvin kuvattuja ja siksi hyvin ennustettavia.

3. Parantaminen - Refinement Suurin osa lysosomaalisten sairauksien eldinmalleista on kehi-

a) Perusteet eldinlajin valinnalle. | tetty jyrsijoissa. Kaytettavat eldinmallit ovat eri geenien poisto-
b) Miksi valittu eldinmalli on pa- | tai muuntogeenisia hiirikantoja. Jyrsijoissa havaitut taudin me-
ras tieteellisten tavoitteiden kan- | kanismit, vasteet nykyisille hyvin rajallisille [adkkeille ja eldinten

nalta? kdayton maara suhteessa saatavaan informaatioon ladkeaineen
c) Miten eldimille aiheutettu tehosta ja turvallisuudesta ovat hyvat. Haittaa pyritaan mini-
haitta on tarkoitus minimoida? moimaan eldinten huolellisessa seurannalla ja mahdollisimman

aikaisilla lopetuskriteereilla.

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Ladkeaineen tehon testaaminen lysosomaalisten kertymasairauksien prekliinisissa eldinmal-
leissa

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisdltaa vakavia toimenpiteita

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli kehittda uusia hoitomuotoja Battenin tautiin, Gaucherin tautiin, Nieman-
Pickin oireyhtymaan ja Hunterin tautiin ihmisilla. Lysosomaalisten kertymasairauksien piirteita ih-
miselld ovat elimistoon kertyvat erilaiset lipidit ja glykoproteiinit. Qireisiin liittyy usein luuston epa-
muodostumia, sisdelinten normaalia suurempi koko seka keskus- ja dareishermoston oireita. Aivo-
vauriot ovat usein vallitsevia ja niitd on noin 2/3-osassa lysosomaalisista kertymasairauksista. Oi-
reet ovat usein etenevia ja johtavat lopulta vaikeaan sairauteen ja ennenaikaiseen kuolemaan.

Laakekokeiden avulla pyritdan selvittamaan tutkittavien yhdisteiden vaikutusta taudin patologiaan
ja oireiden kehittymiseen. Hankkeen tavoitteet saavutettiin hyvin. Kaytetyt tutkimusmallit toimi-
vat suunnitellulla tavalla ja tutkimuksista saatiin hyodyllista tietoa ladkeaineiden jatkokehittelyyn.

Todelliset haittavaikutukset: Eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan
Ei toipumista Lieva Kohtalainen | Vakava
Hiiret (Mus musculus) 28 166 52 0

Miten hyvin kdytettyjen eldinten maara ja haittojen todellinen vakavuus vastaavat ennakoituja
maaria ja vakavuusluokkia?

Tutkimuksessa kaytettiin 246 hiirtd (ennakoitu maara 3950). Kaytetyt eldimet jakaantuivat seuraa-
vasti: 11 % luokassa ei toipumista, 67 % luokassa lieva, 21 % luokassa kohtalainen ja 0 % luokassa
vakava.

Kaytettyjen eldinten maara oli n. 6 % suunnitellusta kaytostd, koska tarvetta ennakoiduille kokeille
ei ollut. Kaikki eldimet kaytettiin osahankkeessa 1 (Battenin tauti).

Luokka lieva: Hankeluvan voimassaoloaikana kaytettiin padasiassa CIn3-hiirikantaa, jonka feno-
tyyppi osoittautui ennakoitua lievemmaksi, valtaosassa kokeita eroa villityypin hiiriin ei havaittu
kdytetyissa koeasetelmissa. Pidemmassa seurannassa eri genotyyppien valilla havaittiin eroja |a-
hinna hienomotoriikassa. Sen sijaan GAA-KO-hiirikannassa genotyyppien valilla nahtiin suurempia
eroja, kun tutkittiin ikddntyneita hiiria.

Luokka kohtalainen: Koeasetelmassa kdytetty testi ja kdytettyjen testien suuri maara yhdessa nos-
tavat vakavuusluokan kohtalaiseen.
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Kaikki seikat, jotka saattavat edistdaa korvaamista, vahentamista ja parantamista koskevien toi-
mien toteuttamista:

Korvaaminen

In vitro-mallit lysosomaalisten kertymasairauksien tutkimiseksi ovat hyvin rajalliset. Uusien laake-
aineiden todellista tehoa tai vastetta seka turvallisuutta voidaan luotettavasti tutkia vain koe-
eldainmalleissa ennen kliinisia kokeita.

Vahentaminen

Kaytetyt elainmalllit ja menetelmat ovat koeasetelmasta riippuvia. Tilastollisilla menetelmilla on
selvitetty pienimmat tarvittavat ryhmakoot erojen havaitsemiseksi. Hankkeen tutkimukset on suo-
ritettu mahdollisimman pienella eldinmaaralla.

Parantaminen

Lautakunta edellytti takautuvassa arvioinnissa pohdittavan aiempien lopetuspisteiden mahdolli-
suutta halvausmallissa. Lisaksi pyydettiin kertomaan, kuinka moni eldin jouduttiin lopettamaan lo-
petuskriteerien perusteella.

Hankeluvan aikana kaytetyissa hiirimalleissa ei havaittu halvaantumisoireita. Lopetuskriteerien pe-
rusteella lopetettiin 12 hiirta ja kuolleena l6ydettiin 3 hiirtd. Lopetussyyt eivat olleet tautimalliin
liittyvid, vaan yleisia ikddntymismuutoksia eldinten kunnossa.

Hiiret saavat normaalirehun lisdksi pehmennettya rehua (veteen sekoitettua jauhetta) tarpeen
mukaan. Juomapulloissa on pitkat nipat. Hiirilla on normaalin hakkivarustuksen lisdksi lisavirik-
keena Nestlet-pesdamateriaalia. Hankeluvan aikana laitoksella on otettu kdytt66n hyvinvoinnin pis-
teytystaulukko avustamaan lopetuskriteereiden maaritysta. Talloin valtytaan tarpeettomalta karsi-
mykseltd, kun lopetuskriteereiden ldhestyminen todetaan ajoissa ja eldimet on lopetettu heti kri-
teerien tayttyessd. Taman lisaksi hankeluvan aikana on otettu kdyttéon tunneli- tai kuppikasittely
kaikissa hiirikokeissa, jolloin eldinten kasittelysta aiheutuvaa stressia on saatu vdahennettya.

Muuta

Toiminnanharjoittaja osallistuu aktiivisesti eldinten hyvinvoinnin kehittamistoimintaan niin laitok-
sen sisdisessa toiminnassa kuin osana kansainvalista yritysta ja esittdaa hyvinvointityéhon liittyvia
tuloksia eri tilaisuuksissa.

8. YLEISTAJUINEN TIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi Aivojen rytmisen toiminnan merkitys tiedonkasittelyssa

Hankeluvan kesto 3 vuotta

Avainsanat sahkofysiologia, oskillaatiot, dynamiikka, konnektiivisuus

Hankkeen tarkoitus Perustutkimus Kylla
Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisdateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden tai hyvin- | Ei
voinnin vuoksi

Lajien sailyttdminen Ei
Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-opetus Ei
Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian ylldpito Ei
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Hankkeen tavoitteet
(esim. tieteellinen tieto,
jota haetaan taikka tie-
teelliset tai hoidolliset
tarpeet)

Aivoissa tiedonkasittely on hajautettu usealle eri aivoalueelle. Niista
mekanismeista, jotka sitovat hajautetun tiedonkasittelyn yhtenaisiksi
havainto ja kognitiivisiksi kokonaisuuksi tiedetdan vahan. Taman
projektin tavoitteena on tutkia aivojen tiedonkasittelyn mekanismeja
sahkofysiologiamittauksin kdyttaen hiirimallia. PAamaarana on
ymmartda aivojen rytmisen toiminnan —oskillaatioiden —seka
aivoaluieden valisen toiminnallisen konnektiivisuuden merkitysta
tiedonkasittelyssa ja sen koordinoimisessa.

Hiirimallit ovat yleisesti kdaytdssa neurotieteissa ja niita kaytetaan
useiden aivosairausmallien perustana. Rekisterdimme hiirten aivoista
hermosolujen toimintaa elektrodiverkoilla seka syvaelektrodilla hiirten
suorittaessa kayttaytymistehtavaa. Tutkimus antaa yhtaaikaista tietoa
laaja-alaisten hermosolujoukkojen toimintasta seka yksittdisten
hermosolujen toiminasta yksittaisilla aivoalueilla. Mittausdatasta
arvioimme aivojen rytmisen toiminnan ja vuorovaikutukset
laskennallisilla menetelmilla seka niiden merkityksen aistitiedon
kasittelyyn.

Hankkeesta saatava
mahdollinen hyoty
(kuinka tiede edistyisi,
kuinka ihmiset tai elai-
met voisivat hyotya
hankkeen tuloksista)

Aivojen rytmisen toiminnan ja niiden valinen toiminnallinen
konnektiivisuuden ajatellaan olevan yksi kognition keskeisimpia
mekanismeja ja niiden hairiot liitetdan useisiin aivosairauksiin. Tama
projekti tulee antamaan merkittavaa tietoa oskillaatioiden ja
hermosojen toiminnan valisten vuorovaikusten merkityksesta tiedon
kasittelyssa ja muistissa seka ndiden ilmididen solutason
mekanismeista. Tutkimuksen tuloksia verrataan vastaavaan tietoon,
jotka on saatu ihmisen ei-invasiivisilla sahkofysiologisilla mittauksilla
elektro- ja magnetoenkefalografiaa kayttaen. Tutkimuksella on siten
merkittava mahdollisuus lisata tietoa ihmisen neurotieteelliseen
tutkimukseen. Tama tutkimus tulee lisaamaan tietoa tiedonkasittelyn
hermostollisista mekanismeista mika voi auttaa l0ytamaan parempia ai-
vosairauksien diagnosointi- tai hoitomenetelmia aivosairauksiin.

Kaytettavat eldinlajit ja
elainmaarat

Hiiri, 300 eldinta

Ennakoidut haitat elai-
mille, arvioidut vaka-
vuusluokat, eldinten koh-
talo toimenpiteen paa-
tyttya

Hiirille aiheutuu haittaa elektrodien kirurgisesta asennuksesta,
mittausten aikaisesta liikkumisrajoituksesta seka kayttaytymistestien
tekemisestd. Eldimet lopetetaan kokeen loputtua.

Vakavuusluokat: kohtalainen

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Repla-
cement

Miksi eldimia on kaytet-
tdva tdssa hankkeessa ja
miksi korvaavaa mene-
telmaa ei voi kayttaa?

Eldimia tarvitaan in vivo sahkofysiologisiin mittauksiin ja vasteiden ha-
vainnointiin kayttaytymisen aikana. Tutkimusta ja sahkofysiologisia mit-
tauksia ei siksi voida suorittaa solu- tai kudosviljelmilld in vitro kokein,
jotka tehdaan eristetyilld solulinjoilla, koska hermosolujen toiminta on
riippuvaista eldimen kayttaytymisestd ja hermosolujen valisita kytken-
noista.

2. Vahentaminen - Re-
duction

Kuinka on varmistettu,
etta eldimia kdytetaan
mahdollisimman vahan?

Yksilomaarat on arvioitu aikaisemman kokemuksen perusteella niin,
ettd ne tuottavat tilastollisesti todennettavia vasteita.

Tiheiden elektrodiverkkojen kaytto sahkofysiologiamittauksissa vahen-
taa merkittavasti eldainmadran tarvetta, koska yksittdiselta eldimelta
voidaan kerata mittausdataa usealta aivoalueelta kerrallaan.
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3. Parantaminen - Refi- A) Hiirimallit ovat muodostuneet eniten kaytetyksi aivotutkimusmalliksi
nement sahkofysiologiatutkimuksissa. Lajista saatavaa taustatietoa voidaan

a) Perusteet eldinlajin va- | kayttaa tutkimuksen suunnitteluun ja tutkimuksen tuloksista on hyotya
linnalle. suurelle tiedeyhteisolle.

b) Miksi valittu elainmalli | B) Hiirimallit ovat yleisimmin kadytettyja eldinmalleja neurotieteessa ja
on paras tieteellisten ta- | hiirten aivojen toiminnasta on olemassa paljon taustatietoa, joka aut-
voitteiden kannalta? taa tutkimuksen suunnittelussa.

c) Miten eldimille aiheu- | C) Eldimille kdytetdan yleisesti hyvaksyttyja nukutus- ja kivunlievitysme-
tettu haitta on tarkoitus | netelmia. Kokeiden kesto on rajoitettu mahdollisimman lyhyeksi ja elai-
minimoida? met lopetetaan kokeiden paatyttya.

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET

Takautuvan arvioinnin perusteet

X Muu peruste: Hankkeen vakavuusluokka on kohtalainen, mutta jaosto haluaa varmistuksen sille,
ettd enintdan 2 % sitruunahapon lisdys juomaveteen ei aiheuta tarpeettoman suurta juomisen ra-
joittumista. Takautuvassa arvioinnissa tulee antaa selvitys siita, miten paljon hiirten juominen va-
heni ja seurasiko juomisen rajoituksesta vaikutuksia hyvinvointiin, esim. painon laskua tai kuivu-
mista.

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteet saavutettiin hankkeeseen mydnnetyn toimiajan sisalla osakokeiden 1 ja 2
puolesta. Osakoe 3 jai toteuttamatta hankkeen antamassa aikarajassa. Hanke on mahdollistanut
uraauurtavan sahkofysiologian mittauslaitteiston testaamisen ja validoinnin seka uusien laajamit-
taisten tutkimusprojektien suunnittelun tulevaisuuden in vivo sahkofysiologian tutkimusta varten.
Hankkeen avulla uusi mittauslaitteisto on saatu osaksi yksikon repertuaaria milla kykenemme tut-
kimaan aivojen dynaamista aktivaatiota hereilla olevilla hiirilla. Validoinnin mydta myos erilaiset
tulevaisuuden sovellutukset ovat nyt mahdollisia. Osakoe 1 keskittyi osaltaan mittauslaitteiston
validointiin ja lepotilamittausten keraamiseen. Osakoe 2 jatkoi tutkimuksen kulkua laajentaen far-
makologisten ladkeaineiden modulaaristen vasteiden tutkimiseen lepoasetelmassa. Aineisto on
saatu kerattya hankeluvalle mydnnetyssa ajassa osakokeisiin 1 ja 2, mutta analyysi jatkuu edelleen
molempien osalta. Analyysiosio todennakoéisimmin kestda vield ainakin vuoden kompleksisen kon-
figuraation ja datan suuren maaran vuoksi. Hankkeessa ei ehditty toteuttaa kayttaytymistutkimuk-
seen liittyvaa sitruunahapon lisdamista juomaveteen.

Todelliset haittavaikutukset:

Ei toipumista Lieva Kohtalainen | Vakava
Hiiret (Mus musculus) 72 1

Miten hyvin kdytettyjen eldinten maara ja haittojen todellinen vakavuus vastaavat ennakoituja
maaria ja vakavuusluokkia?

Hankeluvan alla kaytettyjen eldinten maara oli huomattavasti vahaisempi kuin luvassa maaritelty
enimmaismaara. Tutkimuksen aikana pyrimme optimoimaan aina hiirien maaran ja suoriutumaan
datan keruusta mahdollisimman pienelld maaralla, noudattaen vahentamisen periaatetta. Tutki-
musluvalle myonnetyista 300 eldimesta, kaytimme tutkimuksemme aikana 73 eldinta. Toimenpi-
teiden vakavuusluokka oli arvioitu kohtalaiseksi ja kaikki toimenpiteet, jotka hiirille suoritettiin, oli-
vat kohtalaisen luokan maaritelman mukaisia.
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Kaikki seikat, jotka saattavat edistdaa korvaamista, vahentdamista ja parantamista koskevien toi-
mien toteuttamista:

Korvaaminen

Kyseisen hankeluvan alla tehdyn tutkimuksen tarkoituksiin ei ole mahdollista korvata kyseisia
elainmalleja, silla mittausten kriittinen osuus on hereilla olevan eldaimen aivotoiminnan dynaami-
nen seuranta ja tutkiminen. Koska kyseinen tutkimus on perustettu translatiiviseen viitekehyk-
seen, on olennaista, etta tutkimus on tehty elavilla elaimilla.

Vahentaminen

Tutkimusryhma harjaantui kirurgian kanssa mahdollisimman hyvin ja tehokkaasti, ja taten pyrkien
pienentamaan mahdollisia riskeja komplikaatioiden puolesta. Mittauslaitteistoa pyrittiin testaa-
maan ja varmistamaan sen toimintakyky, jotta hiiria ei valmisteltaisi turhaan, mikali laitteisto ei
operoisi oikein. Ylimaaraisia hiiria ei mitattu vaan pyrkimys oli mitata vahittaismaara tarvittavaan
analyysiin, ja tarvittaessa mitata lisaa, mikali osa mittauksista osoittautuisi heikkolaatuisiksi.

Parantaminen

Tutkimuksen aikana tutkimusryhma pyrki minimoimaan kaiken ylimaaraisen stressin ja epamuka-
vuuden koe-eldimilta. Tutkijat kasittelivat eldimia useasti ennen tutkimuksen alkua, jotta eldimet
tottuivat tutkijoihin ja kasittelyyn. Hiiria pidettiin yhteisissa hakeissa niin pitkdan kun kirurgian
puolesta oli mahdollista, jotta hiiret eivat joutuisi olemaan yksin. Hiiret totutettiin mittausasetel-
maan mahdollisimman hyvin asteittain pidennetyn totuttamisen kautta ja niiden kayttaytymista
monitoroitiin ja arvioitiin jokaisella kerralla. Mikali hiirella oli hankaluuksia tottua laitteistoon, pi-
dennettiin totuttamisjaksoa hieman, jotta hiiri tottuisi siihen paremmin. Kirurgioiden puolesta
noudatettiin luvassa hyvaksyttya toipumis- ja kipuldakitysprotokollaa ja kirurgioissa priorisoitiin
tarkkuutta ja nopeutta, jotta hiiri ei joudu olemaan nukutusladkkeen alaisena pidennettyja aikoja.
Itse mittaustilanteissa hiiren aika mittauslaitteella pyrittiin aina minimoimaan parhaan mukaan
etukateisvalmistelujen puolesta. Jatkoa ajatellen totuttamisjaksoa voisi pidentda kestamaan viikon
3 paiva sijasta ja ladkeprotokollaan voisi lisata buprenorfiinin sellaisia tapauksia varten, jos kirurgi-
assa ilmenisi haasteita tai komplikaatioita, mutta eldin kykenisi kuitenkin selviamaan.

Muuta

Tutkimusryhma on priorisoinut parhaansa mukaan eldinten hyvinvoinnin ja pyrkinyt erityisesti ot-
tamaan huomioon parantamisen periaatteen, jotta toimintamallit olisivat optimaaliset hiirien hy-
vinvoinnin kannalta. Itse mittauksia on tehty eldimilla vain tarpeeseen, kaikki muut testit mittaus-
laitteistolla on aina tehty suolaliuoksessa.

9. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi Vastasyntyneen hypoksis-iskeemisen aivovaurion mallintami-
nen, kuvantaminen ja hoidon kehittaminen

Hankeluvan kesto 3 vuotta

Avainsanat vastasyntynyt, aivovaurio, hapenpuute, viilennyshoito, kanta-
solu

Hankkeen tarkoitus Perustutkimus Kylla
Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei
Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi
Lajien sailyttaminen Ei
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Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

Hankkeen tavoitteet (esim. tie-
teellinen tieto, jota haetaan
taikka tieteelliset tai hoidolliset
tarpeet)

Raskauden- tai syntymanaikainen hapenpuute voi pitkittyes-
saan vahingoittaa useita elimia. Vastasyntyneen hapenpuut-
teen pelatyin komplikaatio on aivojen vaurioituminen eli vasta-
syntyneen hypoksis-iskeeminen aivovaurio. Se on samalla ylei-
sin vastasyntyneen kuolemaan tai vammautumiseen johtava
syy. Syntymaa edeltdva tai synnytyksenaikainen hapenpuute
koskettaa noin 3-5 vastasyntynytta tuhannesta taysiaikaisena
syntyneestd, ja on viela selvasti yleisempi ennenaikaisesti syn-
tyneilla.

Talla hetkelld vastasyntyneen hypoksis-iskeemisen aivovaurion
ainoa hoito on vastasyntyneen lapsen viilennys. Vaikka alkuvai-
heen viilennyshoito on osa nykyaikaista hypoksis-iskeemisen ai-
vovaurion hoitoa, viilennyshoidon teho on varsin rajallinen.
Eloon jaavilla vastasyntyneilla tavallisia komplikaatioita ovat
esimerkiksi epilepsia, oppimisvaikeudet ja kehitysvamma.
Taman tutkimuksen tarkoitus on oppia ymmartamaan hypok-
sis-iskeemisen aivovaurion mekanismeja aiempaa paremmin,
kehittda aiempaa parempia malleja seka kehittaa ja testata uu-
sia hoitoja vastasyntyneen aivovaurion hoitoon.

Hankkeesta saatava mahdollinen
hyoty (kuinka tiede edistyisi,
kuinka ihmiset tai eldimet voisi-
vat hyotya hankkeen tuloksista)

Tavoitteena on oppia paremmin ymmartamaan vastasyntyneen
hapenpuutteeseen liittyvaa aivovauriota. Vauriomekanismien
ymmartaminen on edellytys uusien hoitojen kehittamiselle.
Hankkeen perimmainen tavoite on olla kehittamassa uusia hoi-
toja vastasyntyneen hypoksis-iskeemisen aivovaurion hoitoon
ja ndin ollen lisata elamisen laatua ja terveytta hapenpuut-
teesta karsivien vastasyntyneiden myéhempiin elinvuosiin. Yh-
teiskunnan tasolla tama voi myds merkitd huomattavia kustan-
nussaastoja.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
madrat

Rotta 1806 eldinta

Ennakoidut haitat eldaimille, arvi-
oidut vakavuusluokat, eldinten
kohtalo toimenpiteen paatyttya

Rotille aiheutuu haittaa aivovaurion iskeemisesta ja hapen-
puutteesta johtuvasta indusoinnista, tutkittavien aineiden an-
nostelusta, kuvantamisista, kdyttaytymistesteista ja verinayttei-
den otosta. Kokeen lopuksi eldimet lopetetaan.
Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen — Replacement
Miksi eldimia on kaytettava tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kdyttaa?

Kun tutkitaan uusia hoitoja, eldimen kayttaminen aivovaurion
mallintamisessa on valttamatontd, koska on ndhtava kokonai-
sen elimiston (tulehdussolut ym.) reaktio annetulle hoidolle.
Eldinmalleissa on myds mahdollista seurata seka vaurion etta
hoidon vaikutuksia eldimen myéhempaan kayttaytymiseen,
motoriikkaan jne.

2. Vahentaminen — Reduction
Kuinka on varmistettu, etta elai-
mia kdytetdaan mahdollisimman
vahan?

Osa mekanismeja tutkivista kokeista pyritdan tekemaan soluvil-
jelmia kayttaen. Kokeet suunnitellaan huolellisesti. Ryhmakoko
tarkistetaan joka kokeen alussa, ja varmistetaan, etta
kdytetdan pieninta mahdollista eldinmaaraa.
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3. Parantaminen — Refinement

a) Perusteet eldinlajin valinnalle.
b) Miksi valittu eldinmalli on pa-
ras tieteellisten tavoitteiden kan-
nalta?

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

a) Tutkimuksessa kdytetaan rottia, koska hermostollisia sai-
rauksia on aikaisemmin tutkittu runsaasti rottamalleissa. Rotan
kehityksen vaiheet tunnetaan hyvin. Hiiren pieni koko vaikeut-
taisi PET-kuvien tulkintaa ja aivo-selkdaydinnestendytteiden ot-
toa. Isompien nisakkaiden kayttd voisi tulla kyseeseen vasta
my&hemmin, kun tutkittavan uuden hoidon teho on ensin osoi-
tettu jyrsijoilla tehdyissa kokeissa.

b) Aivovaurioon liittyy myds immuunijarjestelman aktivoitumi-
nen ja mahdolliset eldimen toiminnan tai kehityksen poik-
keavuudet, joita on tarkea paasta tutkimaan kokonaisessa eli-
mistdssa. Kuvatut mallit eivat ole lilan monimutkaisia toteut-
taa, ja ndin ollen uusien hoitojen tutkiminen malleissa on rea-
listista.

c) Eldinten taitavaan kasittelyyn kiinnitetaan huomiota. Jos
eldaimilla havaitaan vakavaa yleiskunnon heikentymista, ne lo-
petetaan suositusten mukaisesti.

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Vastasyntyneen hypoksis-iskeemisen aivovaurion mallintaminen, kuvantaminen ja hoidon kehit-

taminen

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisdltaa vakavia toimenpiteita

Tavoitteiden saavuttaminen

Tutkimuksen tavoitteet on saavutettu suunnitellusti. Olemme oppineet ymmartamaan paremmin
vastasyntyneen hapenpuutteeseen liittyvan aivovaurion taustalla vaikuttavia tekijoita, esimerkiksi
valkosolujen ja tulehdusreaktion (inflammaation) roolia vaurion synnyssa. Naita 16ydoksia on tar-
koitus edelleen kayttaa hyddyksi, kun pyrimme kehittdamaan uusia hoitoja vastasyntyneen aivovau-
rion hoitamiseksi. Olemme kayttaneet tutkimuksissa myos uudenlaista tekniikkaa, jonka avulla
olemme voineet tutkia aivovaurion vaiheittaista syntymista.

Nama tutkimustulokset tullaan julkaisemaan kansainvalisissa korkeatasoisissa julkaisusarjoissa. En-
simmainen kasikirjoitus on jo valmis, ja toinen on parhaillaan tyon alla. Julkaisuja jo tehtyihin toi-
hin liittyen on odotettavissa vuosien 2024—2025 aikana useampia. Ty6ta on tarkoitus jatkaa pitka-
janteisesti niin, ettd nyt tehdyista [6ydoksista on tulevaisuudessa hyotya myos kliinisessa potilas-

tyossa.

Todelliset haittavaikutukset: Eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan

Ei toipumista Lieva Kohtalainen | Vakava
Rotat (Rattus norvegicus) 0 47 456 22
Hiiret (Mus musculus) 0 0 271 49

Miten hyvin kdytettyjen eldinten maara ja haittojen todellinen vakavuus vastaavat ennakoituja

madria ja vakavuusluokkia?

Eldimia on kaytetty ennakoitua vihemman, yhteensa 845. Lupa oli myonnetty 1806 eldimelle. Osa
suunnitelluista kokeista on jatetty tekematta. Alkuperaisessa hakemuksessa meilld oli suunnitel-
missa kolme erilaista mahdollista mallia, ja yhta naista ei koskaan otettu kdyttoon, koska pidimme
lopulta kahta muuta parempina. Osa suunnitelluista kokeista siirtyi myos ajallisesti eteenpain.
Haimme muutosluvalla lupaa myos hiirten kayttéon, koska hiirille on kattavammin tiettyja vasta-
aineita ja niita on saatavana poistogeenisina.
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Myds ennakoitu vakavuusluokka on lievempi kuin lupaa mydnnettdessa on ajateltu. Kokeissa mu-
kana olleista eldimista 71 (8,4 %) on tilastoitu luokan vakava mukaan, ja suurin osa on luokiteltu
vakavuusluokan kohtalainen mukaan. Todellisuudessa tamakin arviointi on tehty ylakanttiin, koska
olemme raportoineet esim. anestesiatoimenpiteen aikana menehtyneita eldimia luokkaan vakava,
vaikka tosiasiallisesti ndin ei olisi tarvinnut/tullut tehda. Eldint6itd on tehty tarkkaan harkiten, ja
osittain siksi todelliset maarat ovat arvioituja pienemmat. Olemme myo6s oppineet lisda tehtavista
toimenpiteista ja niiden vaikutuksesta eldimiin, ja sita kautta uudessa hankeluvassa kokeen vaka-
vuusluokitus on myds voitu lieventaa.

Kaikki seikat, jotka saattavat edistaa korvaamista, vahentamista ja parantamista koskevien toi-
mien toteuttamista:

Korvaaminen

Naissa toissa tutkitaan vaurion ja mahdollisen hoidon vaikutusta koko elimistdn tasolla. N@in ollen
korvaavien in vitro -tekniikoiden kayttéonotto ei vield ole ollut realistista. Seuraamme aktiivisesti
naiden tekniikoiden kehittymista ja pohdimme vaihtoehtoisia malleja.

Vahentaminen

Olemme pyrkineet tarkastamaan kdytetyt ryhmakoot eri kokeissa niin, etta eldimia ei kayteta tur-
haan. Olemme kokeiden kautta oppineet realistisemmin arvioimaan tarvittavien ryhmakokojen
suuruutta. Pyrimme myds valitsemaan tarkasti, missa tutkimuskysymyksissa eldinten kayttaminen
on tarpeellista. Osa tutkimuksista (esim. biologisiin merkkiaineisiin liittyen) voidaan tehda kaytta-
malla potilailta kerattyja ndytteitd. Sen sijaan esim. uusien hoitojen testaaminen on alkuvaiheessa
valttamatonta tehda eldinmalleja kdyttden. Pyrimme kuitenkin kehittelemaan aikaisempaa realisti-
sempaa eldinmallia, joka pitkalla aikavalilla voisi vahentda myos kadytettavien eldinten tarvetta.

Parantaminen

Haittojen todellinen vakavuus oli ennakoitua pienempas, joka johtunee osittain siitd, ettd koeolo-
suhteita (esim. hypoksia) on pyritty optimoimaan. Samoin on kiinnitetty erityistd huomiota eldin-
ten hyvinvointiin esim., kun kokeessa mukana olleet poikaset palautetaan emolle. Kdytannon toi-
milla, varovaisella kasittelyilla, poikasten kaarimisella pesamateriaaliin jne. on pyritty lieventa-
maan eldinten stressia. Hankkeessa mukana olevat tutkijat ovat taitavia tehtdvissa toimenpiteissa
ja ovat aktiivisesti kehittaneet osaamistaan. Teemme aktiivisesti myos kehitystyota, jonka tavoit-
teena on uuden, entistda paremman mallin luominen. Uudessa mallissa kirurgista toimenpidetta ei
tarvittaisi lainkaan, ja vaurio olisi todennakdisesti enemman kliinista tilannetta vastaava.

Muuta

Paikallisella tasolla keskustelemme tehtavista toimista ja parannusehdotuksista aktiivisesti. Mikali
ylla mainittu kehittelyvaiheessa oleva uusi eldginmalli saadaan valmiiksi, tulemme tiedottamaan
siitd aktiivisesti ja julkaisemaan tarkemman kuvauksen kansainvalisessa julkaisusarjassa.

10. YLEISTAJUINEN TIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi Iskemia- tai EAE- mallin aiheuttama naénmenetys

Hankeluvan kesto Kolme vuotta

Avainsanat Iskemia, MS-tauti, sokeus, nakévamma, silmaldske

Hankkeen tarkoitus Perustutkimus Ei
Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei
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Ympadristonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sailyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

Hankkeen tavoitteet (esim. tie-
teellinen tieto, jota haetaan
taikka tieteelliset tai hoidolliset
tarpeet)

Malleilla haetaan hoitokeinoja verkkokalvon keskusvaltimotu-
koksen (esim. veritulpan aiheuttama iskemia) ja nakbhermon
rappeuman (MS-taudista aiheutuva) aiheuttamiin ndéénmene-
tyksiin. Keskusvaltimon tukos johtaa usein silmadn sokeutumi-
seen, mutta nakokyky voi myds joskus palautua hoidolla. MS-
taudin ensioireina havaittuihin ndakéhermon tulehdustiloihin ja -
rappeumaan etsitdan hoitokeinoja, jolloin tautia sairastavien
nakokyky sailyisi tai jopa palautuisi.

Hankkeesta saatava mahdollinen
hyoty (kuinka tiede edistyisi,
kuinka ihmiset tai eldimet voisi-
vat hyotya hankkeen tuloksista)

Hoitokeinoja kehittamalla estetadn sokeutuminen ja sailytetaan
nakokyky tai jopa palautetaan jo menetetty nakokyky.

Kaytettavat eldinlajit ja elain-
maarat

Hiiri 2000 kpl, rotta 1000 kpl

Ennakoidut haitat eldimille, arvi-
oidut vakavuusluokat, eldinten
kohtalo toimenpiteen paatyttya

Mallit aiheuttavat eriasteisia silmdsairauksia lievasta nakévam-
masta taydelliseen sokeutumiseen. Iskemia-mallin kirurgia ja
MS-mallin halvausoireet aiheuttavat vakavaa haittaa eldimille.
Haittaa aiheutuu myo6s nukutuksista silmatutkimuksissa, tutkit-
tavien aineiden annosteluista ja verindytteiden otosta. Eldimet
lopetetaan tutkimuksen paatyttya.

Vakavuusluokat: kohtalainen, vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Replacement
Miksi eldimia on kadytettdva tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

Korvaavia soluilla tehtavia silmasairausmalleja ei ole saatavilla.
Tutkittavat |adkeaineet testataan ensin solukokeilla aina, kun
kaytettdvissa on testaukseen soveltuva solulinja tai tietoa ei ole
ennestaan riittavasti saatavilla kaytettadvista aineista.

2. Vahentaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta eldi-
mia kaytetadn mahdollisimman
vahan?

Koe-eldintyot suunnitellaan siten, ettd tarvetta koesarjojen tois-
tamiselle ei olisi. Lisaksi joissain tutkimuksissa kaytetaan koe-
eldaimen toista silmaa kontrollina, joka vahentaa tilastollisesti
analysoitaessa kaytettavien koe-eldinten maaraa. Toistettavat
kuvantamismenetelmat mahdollistavat taudin etenemisen seu-
raamisen ilman, ettd eldimia tarvitsee lopettaa eri aikapisteissa.

3. Parantaminen - Refinement

a) Perusteet eldinlajin valinnalle.
b) Miksi valittu eldinmalli on pa-
ras tieteellisten tavoitteiden kan-
nalta?

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

a) Kokeissa pitda kdyttaa eldaimia, joiden silman rakenne ja toi-
minta vastaavat mahdollisimman hyvin ihmisen silmaa. Pienista
nisdakkaista hiiren ja rotan silmat soveltuvat parhaiten silmatut-
kimukseen.

b) Kyseiset kokeelliset mallit tutkitusti mallittavat hyvin ihmi-
sissa esiintyvia vakavia silméasairauksia.

c¢) Kipua aiheuttavat toimenpiteet tehddan eldimen ollessa nu-
kutuksessa. Kivunlievityksesta huolehditaan seka toimenpiteen
aikana etta sen jalkeen. Kokeiden kestoa on malleja kehitta-
malla pystytty lyhentamaan. Tukihoidoilla voidaan lievent&a
eldaimen kokemaa haittaa (lisalampo, tukiruoka, nesteytys,
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lisdhappi) eika eldimia tarvitse lopettaa HEP saavuttamisen
vuoksi. Eldimet totutetaan kasittelyihin: hiirilla kdytetaan kup-
pimenetelmaa stressin vahentamiseksi ja rottia kasitelldan nos-
tamalla koko kehosta.

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Iskemia- tai EAE-mallin aiheuttama nadnmenetys

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisaltaa vakavia toimenpiteita

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeessa oli kolme osahanketta: 1. Verkkokalvon keskusvaltimon tukos (iskemiamalli, rotta), 2.
Verkkokalvon iskemia ja uudelleen perfuusiomalli (hiiri, rotta) ja 3. Autoimmuunienkefalomyeliitin
(EAE) ja siihen liittyvdan nakdhermon neuropatian tutkiminen (kokeellinen malli multippeliskleroo-
siin, MS-tauti, hiiri).

Hankkeen tavoitteena oli tehda palvelututkimuksia, joissa tutkitaan kyseisten silmasairauksien
synty- ja etenemismekanismeja seka etsitdan tai kehitetaan niihin hoitomuotoja. Palvelututkimuk-
set ovat onnistuneet odotusten mukaisesti. Hankkeen luonteeseen kuuluu, etta tutkimustulokset
luovutetaan asiakkaalle/palvelun ostajalle, joka jatkaa kehitystyotad eteenpain. Kaytetyt eldinmallit
ovat sopivia hankkeen tarkoituksiin.

Luvan voimassaoloaikana ei tehty yhtdan Osahanke 1 (Iskemia) tai 2 (Iskemia ja uudelleenperfuu-
sio) mukaista projektia. Luvan voimassaoloaikana tehtiin 2 kpl Osahanke 3 (EAE) mukaista projek-

tia.

Todelliset haittavaikutukset:

Ei toipumista Lieva Kohtalainen | Vakava
Hiiret (Mus musculus) [A1] 0 19 16 58

Miten hyvin kaytettyjen eldinten maara ja haittojen todellinen vakavuus vastaavat ennakoituja
maaria ja vakavuusluokkia?
Haittojen vakavuus vastasi odotuksia.

Ensimmaisessa osahanke 3:n tutkimuksessa pilotoitiin hiirilla autoimmuuniuveiittia eli silman-
sisaistd immuuniperdista tulehdusta mallintavaa tutkimusmallia luvalla kuvatun indusointiproto-
kollan kaltaisesti, vaihtamalla enkefalomyeliittia aiheuttava MOG-peptidi silmaoireita aiheuttavaan
IRBP-peptidiin. Eldimilla havaittiin lievia silmansisaisen tulehduksen oireita. 16 hiirta koki kohta-
laista, ja 14 hiirta lievaa haittaa. Taman tutkimuksen eldimille ei kehittynyt luvalla mainittuja odo-
tettavissa olevia halvausoireita johtuen mukautetusta tautimallista. Yhtdan eldinta ei lopetettu
HEP-kriteereiden (inhimillinen paatepiste, lopetuskriteeri) vuoksi.

Toisessa tutkimuksessa haitta oli EAE-mallissa taudin eteneminen ja eldinten halvaantuminen
eriasteisesti. EAE-mallissa kaytettiin 63 hiirtd, joista 58 (92 %) koki vakavaa haittaa. 3 hiirta (5 %)
saavutti HEP-rajan ja lopetettiin ennen kokeen paattymista. 1 hiiri (1,5 %) loytyi kuolleena viisi pai-
vaa taudin aiheuttamisen jalkeen, saatuaan fingolimodia (MS tautildake, kontrolli) vatsalaukkuun
annosteltuna.
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HEP-rajan saavuttaneiden eldinten maara oli odotettua alhaisempi. Kaikki HEP-rajan saavuttaneet
hiiret lopetettiin pitkdlle edenneiden halvausoireiden (oikaisurefleksin puuttuminen) seurauksena.
Yksikaan eldin ei saavuttanut 25 % painon pudotuksen HEP-rajaa. Eldimia tukiruokittiin paivittadin,
seka lampohoidettiin paivittdin halvausoireiden edettya tasolle 2,5. Kuolleena |6ytyneen eldimen
ruumiinavaus paljasti verenvuotoa rintaontelossa ja ruhjeen ruokatorvessa, mika viittaa kompli-
kaatioon annostelussa.

Taudin aiheuttamisessa kaytettava MOG-peptidi on sekoitettu Freudin taydelliseen adjuvanttiin,
mika voi aiheuttaa iho-oireita. Yhteensa 26 hiirella muodostui jonkinasteinen haavauma MOG-in-
jektiokohtaan, ja suurimmalla osalla haavauma jai pieneksi (halkaisijaltaan n. 0.5 cm). Kuudella hii-
rella haavauma johti ihotulehdukseen (ulcerative dermatitis). Haavaumia hoidettiin topikaalisesti
Vetericyn Hydrogel- haavanhoitogeelilld, ja ne lahtivat paranemaan muutamassa paivassa.

Kaikki seikat, jotka saattavat edistaa korvaamista, vahentamista ja parantamista koskevien toi-
mien toteuttamista:

Korvaaminen

Korvaavia menetelmia ei ole voitu kehittda tassa hankkeessa. Autoimmuunisairauksia tutkittaessa
vaaditaan koko kehon eri osien ja useiden eri kudos- ja solutyyppien yhteisvaikutusta, eika sita
voida nykyisilla menetelmillda mallintaa vaihtoehtoisin menetelmin. Yritys tarjoaa myos in vitro -
toksisuuskokeita erindisilla silman solutyypeilla.

Vahentaminen

Tutkimukseen sisaltyi in vivo -kuvantamista (elektroretinografia). Aikapisteet maaritettiin siten,
ettd kuvattiin Iahtétilanne (baseline) ennen taudin indusointia, ja toinen mittaus tehtiin lopetus-
pdivana, jotta eldimille ei koituisi lisahaittaa nukutuksista tautimallin seuranta-aikana. Talla tavoin
saatiin vahennettya nukutuksesta johtuvaa eldinten kunnon heikkenemista ja siten HEP (humaani
padatepiste) -rajan saavuttaneiden eldinten maaraa, joten tutkimuksessa kaytettavien eldinten
madraa voidaan vahentaa.

Parantaminen
EAE-mallissa kdytossamme on aikaisemmat lopetuskriteerit kuin Hooke Laboratories kdayttamassa
mallissa Mouse EAE Scoring

Hakkien pohjalla on kaytetty liukuestemattoa, joka helpottaa halvausoireista karsivien hiirten liik-
kumista. Joidenkin eldinyksildiden on havaittu nakertavan liukuestemattoa, joten yhdessa hakissa
oli testissa mittatilauksena hankittu metallinen reikdlevy. Se tuntui toimivan hyvin, ja jatkossa siir-
rymme metallisten levyjen/verkkopohjan kayttoon. Liukuestematon nakertamisesta huolimatta
tutkimuksessa ei havaittu maton syémisesta koituvia hyvinvointiongelmia. Pesamateriaalina kay-
tettiin paperisilppua haapamateriaalin sijaan, koska haapamateriaali saattaa vaikeuttaa halvausoi-
reista karsivien eldinten liikkumista.

EAE-mallin stressiherkkyyden vuoksi eldimet pidettiin omassa huoneessa erilldadn muista tutkimus-
elaimista, ja vain samat muutamat henkilot kasittelivat niitd, ja tekivat toimenpiteita. Huoneeseen
oli rajattu paasy ylimaaraisten danien ja muiden arsykkeiden minimoimiseksi. Eldimet totutettiin
kasittelyyn kuppimenetelmalld ennen tutkimuksen aloittamista. Eldinten saavuttua yksikkéon niille
annettiin alusta alkaen hanavedella kostutettua pellettirehua petrimaljoista hdkin pohjalla seka
kaupallista tukiruokaa, jotta eldimet tottuivat tukiruokaan ja olivat mahdollisimman hyvassa kun-
nossa tautia aiheutettaessa. Rehu kostutettiin yon yli jadkaapissa ja tarvittaessa siihen lisattiin
vettd vield annostelupdivang, jotta se olisi mahdollisimman nestepitoista. Eldimille annettiin myos
pellettirehua hakkien pohjalle.


https://hookelabs.com/services/cro/eae/MouseEAEscoring.html
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Lisaksi, kun eldimen paino alkoi laskea tai se saavutti tietyn kliinisen oireen tason, eldin nostettiin
1-2 tunniksi lampdalustan paalle, jossa oli tarjolla kostutettua rehua ja tukiruokaa. Lampd edistaa
ruumiinlammaon yllapitamista ja edistaa nain myds sydmista. Taman on aiempien lupakausien ai-
kana havaittu lisdavan eldinten sydomishalukkuutta ja ehkdisevan painonpudotusta ja kuivumista.
Taman lupakauden aikana yksikdaan EAE-mallin eldimesta ei saavuttanut luvalla maaritettya -25 %
painonpudotukseen liittyvaa HEP-rajaa, vaan eldimen lopettamisen syyna oli oikaisurefleksin puut-
tuminen (joka myds oli HEP-rajana).

Muuta
Halvausoireista karsivan eldimen tukihoitaminen lampoalustan pdalla vedella kostutetulla rehulla

ja tukiruualla edistaa eldgimen syomishalukkuutta. Tama puolestaan ehkaisee painonpudotusta ja
dehydraatiota. Taman lupakauden aikana yksikaan EAE-mallin eldimesta ei saavuttanut luvalla
maaritettya -25 % painonpudotukseen liittyvaa humaanin paatepisteen rajaa, mika lisaa tutkimuk-
silla kerattya dataa merkittavasti ja toimii parantamisen periaatteen lisdksi myos vahentamisen
periaatteen edistamisessa, koska vahemman elaimia tarvitsee lopettaa HEP-rajan saavuttamisen
vuoksi. Kaikki HEP-rajan saavuttaneet hiiret (3 kpl) lopetettiin pitkalle edenneiden halvausoireiden
(oikaisurefleksin puuttuminen) seurauksena, ei painonpudotuksen vuoksi.

11. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Aivojen rakenteelliset ja toiminnalliset muutokset epilepsiassa.

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

epilepsia; aivovamma; biomarkkeri; rotta

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla
Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

Hankkeen tavoitteet (esim. tie-
teellinen tieto, jota haetaan
taikka tieteelliset tai hoidolliset
tarpeet)

Maailmassa on 60 miljoonaa ja Suomessa 47 000 epilepsiapoti-
lasta. Noin 60 %:lla epilepsia aiheutuu aivoja vaurioittavan teki-
jan seurauksena, joista yleisimpia on aivovamma. Epilepsia ke-
hittyy kolmessa vaiheessa: aivoja vaurioittava tapahtuma -
epilepsian kehittyminen eli epileptogeneesi = toistuvat koh-
taukset eli epilepsia ja epilepsian progressio. Kliinisessa kay-
tOssa ei ole ainoatakaan ladketta tai muuta hoitoa, jolla epilep-
togeneesia tai epilepsian progressiota voitaisiin estaa tai edes
lievittdaa. Taman hankkeen tarkoituksena on (a) identifioida yk-
sittdisen vaikean aivovamman tai toistuvan lievan aivovamman
aiheuttaman epileptogeneesin molekulaari-, solu- ja hermo-
verkkotason mekanismeja, (b) identifioida aivovammasta ai-
heutuvan epileptogeneesin biomarkkereita ja (e) |10ytaa ja tes-
tata uusia hoitoja aivovammasta aiheutuvan epiletogeneesin
estoon.

Hankkeesta saatava mahdollinen
hyoty (kuinka tiede edistyisi,

Tutkimuksemme identifioi mekanismeja, joiden pohjalta (a) ke-
hitdmme uusia hoitoja, jotka estavat epilepsian synnyn riskiryh-
missd ja epilepsian etenemisen diagnoosin jalkeen seka (b)
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kuinka ihmiset tai eldimet voisi-
vat hyotya hankkeen tuloksista)

identifioimme biomarkkereita, joilla voimme ennustaa epilep-
sian kehittymisen aivovamman jalkeen ja ennustaa/seurata ke-
hittdmiemme hoitojen tehoa. Kayttdmamme koe-eldinmallin
molekyyli- ja solutason muutokset seka epilepsian fenotyyppi
vastaavat verraten hyvin ihmisen post-traumaattista epilepsiaa,
mika vahvistaa tutkimustulosten translationaalista merkitysta.

Kaytettavat eldinlajit ja elain-
maarat

Rotta, 1 800

Ennakoidut haitat eldimille, arvi-
oidut vakavuusluokat, eldinten
kohtalo toimenpiteen paatyttya

Ennakoidut haitat: Eldimille aiheutuu haittaa kirurgiasta, aivo-
vamman indusoinnista, annosteluista, kudosnayteiden ottami-
sesta, kuvantamisista ja kayttaytymiskokeista. Seurannan jal-
keen eldimet lopetetaan.

Vakavuusluokat: Lievd, vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen — Replacement
Miksi eldimia on kadytettava tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

Olemme kayttaneet primaarisoluviljelmia seka leikeviljelmia,
mutta niiden ennustearvo esim. lddkeaineiden hermosoluja
suojaavan vaikutuksen suhteen in vivo on rajallinen — vaikkakin
soluviljelmat ovat hyva tydkalu molekyylimekanismien tutki-
mukseen. Epilepsian kehittymista hermosolutasolla ei voida
tutkia ihmiselld, koska hyvaa ja edustavaa aivokudosta ei ole
saatavissa (esim. aivovamman jalkeen kehittyvaa epilepsiaa
voidaan seurata vain kliinisin kriteerein). Rotta on sopiva koe-
elain epilepsiatutkimukseen aikaisempien havaintojen pohjalta,
jotka osoittavat tautifenotyypin (esim. epilepsia, kdyttaytymis-
muutokset), patologian ja lddkeaineiden tehon samankaltaisuu-
den rotalla ja ihmisella.

2. Vahentaminen — Reduction
Kuinka on varmistettu, etta eldi-
mia kaytetadn mahdollisimman
vahan?

Pyrimme tutkimaan jokaisen koe-eldgimen mahdollisimman
tarkkaan (patologia, molekulaarinen analyysi, sahkofysiologia,
kayttaytyminen, kuvantaminen) aiheuttamatta yksittaiselle
eldimelle liikaa stressia, mika merkittavasti vahentaa tarvitta-
vien koe-eldinten maaraa. Tarvittava koe-eldinmaara arvioi-
daan etukdateen Power-analyysilla.

3. Parantaminen — Refinement

a) Perusteet eldinlajin valinnalle.
b) Miksi valittu eldinmalli on pa-
ras tieteellisten tavoitteiden kan-
nalta?

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

a-b) Rotta on sopiva koe-eldin aivovamma- ja epilepsiatutki-
mukseen aikaisempien havaintojen pohjalta, jotka osoittavat
tautifenotyypin, patologian ja lddkeaineiden tehon samankal-
taisuuden rotalla ja ihmiselld. Rotan plasmavolyymi on riittava
biomarkeritutkimukseen. Rotan aivojen koko on riittava trans-
lationaaliseen tautipatologian kuvantamiseen.

¢) Seuraamme koe-eldimid akuutin vaiheen aikana paivittain,
jotta poikeamiin voidaan puuttua mahdollisimman nopeasti.
Huolehdimme kivunpoistosta seka post-operatiivisesta nestey-
tyksesta ja ruokavaliosta. Teemme huolellisen painon ja yleisti-
lan seurannan. Totutamme eldimen koeolosuhteisiin koeasetel-
masta riippuen, jotta sen kokema stressi varsinaisessa testaus-
tilanteessa olisi mahdolisimman alhainen. Tallennamme tulok-
set digitaaliseen eldinkohtaiseen RedCap databaseen, josta ne
ovat nopeasti analysoitavissa. Kokemuksemme mukaan digi-
taalinen seuranta nopeuttaa eldimelle aiheutuvien haittojen
seurantaa, niiden minimointia ja edesauttaa pitkaaikaisseuran-
tatutkimusten onnistumista.
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TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisaltaa vakavia toimenpiteita

Tavoitteiden saavuttaminen

Tavoitteenamme on tunnistaa uusia (a) biomarkkereita (merkkiaineita) ja (b) ladkeaineiden vaiku-
tuskohtia, joita voidaan hyodyntaa aivovammasta aiheutuvan epileptogeneesin (epilepsian kehit-
tymisen) diagnosoinnissa ja hoidossa.

Olemme tunnistaneet ja testanneet useita plasman microRNA- ja proteiini-biomarkkereita. Monet
niista ovat herkkia tunnistamaan jopa lievan aivovamman (esim. NF-L). Toistaiseksi niista mikdan ei
kuitenkaan ole ollut herkka diagnosoimaan epileptogeneesida. Olemme myos tutkineet useita MRI-
biomarkkeriehdokkaita. Niista aivoissa thalamuksen muutokset ovat osoittautuneet kohtalaiseksi
epileptogeneesin biomarkkereiksi. Aivosahkdkadyrasta olemme tunnistaneet N3-REM transitioon
liittyvien spindelien lyhentymisen herkaksi biomarkkeriksi post-traumaattiselle epilepsialle. Tehty-
jen koe-eldintulosten perusteella on mahdollista testata samoja biomarkkereita potilailla, koska
valitut biomarkkerit ilmentyvat myos ihmisella.

Uusien lddkeainekohteiden etsinta pohjautui aivokudos-transkriptomiikkaan ja bioinformatiikkaan.
Olemme testannneet kahta molekyylia. Ensimmainen molekyyli ei osoittautunut tehokkaaksi. Toi-
sen molekyylin testaus on analyysivaiheessa. Ladkeainetutkimuksissa kaytetyt lddkeaineet ovat ih-
miselld toisissa tarkoituksissa kdytettyja pienmolekyyleja, joten my0s niista saatavat tulokset voi-
daan potentiaalisesti varmistaa potilastutkimuksissa. Kaikki tulokset on julkaistu (tullaan julkaise-
maan) open-access tieteellisissa julkaisuissa, my0Os negatiiviset tulokset.

Todelliset haittavaikutukset:

Ei toipumista Lieva Kohtalainen | Vakava
Rotat (Rattus norvegicus) 0 19 43 389

Miten hyvin kaytettyjen eldinten maara ja haittojen todellinen vakavuus vastaavat ennakoituja
maaria ja vakavuusluokkia?

Kaytettyjen eldinten maara oli huomattavasti pienempi kuin ennakolta voimalaskelmien perus-
teella oli arvioitu. Tama johtui kahdesta syysta. (1) Korona-pandemian aikana koe-eldinten kaytto
jatkui ainoastaan jo meneilldaan olevien koesarjojen osalta. Siksi osa suunnitelluista koesarjoista ei
toteutunut. (2) Eldinten kayttomaaria on myods saatu vahennettya ottamalla kdytt66n ns. Som-
nosuite anestesialaite, jonka avulla anestesian tasoa on helppo kontrolloida. Liséksi olemme vuo-
sien kuluessa systemaattisesti kehittdneet post-operatiivista hoitoa (hapetus, kivunhoito, kehon
lampotila, nesteytys, ruuan saanti). Toimenpiteiden ansiosta esimerkiksi aivovammaan liittyva
akuutti, kirurgian aikana tapahtunut kuolleisuus on pudonnut 25-30%; sta n. 10-15%:iin ja seu-
ranta-ajan kuolleisuus (eldimet lopetettu kriteerien perusteella) 25%:sta alle 10 %:iin.

Vakavuusluokat vastaavat arvioita. Vakavin haitta on nestepulssimallilla aiheutettu vakava aivo-
vamma, johon kliinisen maaritelman mukaan liittyy pitempikestoinen tajuttomuus ja siksi tarve vi-
taalitoimintojen yllapidolle. Kuten ihmisen vastaavassa aivovammassa, eldginmallissa havaitaan
myo0s aivoverenvuotoa ja mahdollinen aivopaineen nousu. Aivovammaan liittyva kuolleisuus ta-
pahtuu tyypillisesti n. 15 minuutin sisadlla aivovamman indusoinnista, siksi akuutti post-operatiivi-
nen hoito (erityisesti hapetus) on kriittinen toimenpide selviytymisen kannalta. Lisaksi kipuldakitys
annetaan valittomasti aivovamman indusoinnin jalkeen. Pidennetyn anestesian ja lisdoperaatioi-
den ei ole havaittu lisdavan kuolleisuutta. Vakavuusasteeseen vaikuttaa myos eldinten pitkaaikai-
nen monitorointi yksittaishakeissa. Yksittdishakkien kaytto on valttamatonta, jotta vapaasti liikku-
van eldaimen EEG-monitoroinnin vaatimat kaapelit eivat sotkeudu ja niiden kallokiiinnitys irtoa.
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Tekemiemme laaja-alaisten kdyttaytymistutkimusten perusteella, eldimilla ei ole havaittu merkit-
tavia muutoksia ahdistuneisuus- tai masennustesteissa tai motoriikassa.

Kaikki seikat, jotka saattavat edistda korvaamista, vahentamista ja parantamista koskevien toi-
mien toteuttamista:

Korvaaminen

Aivokudoksen molekulaarista analyysia ja bioinformatiikkaa hyodyntamalla voidaan monien ladke-
aineiden hoitavaa ja/tai haitallista vaikutusta ennakoida in silico (tietokonemalleilla), jolloin niiden
testaamisen tarve rottamallissa vdhenee.

Vahentaminen

Tutkimme jokaisen koe-eldimen mahdollisimman tarkkaan (patologia, molekulaarinen analyysi,
sahkofysiologia, kdyttaytyminen, kuvantaminen) aiheuttamatta yksittaiselle eldgimelle liikaa stres-
sid, mika merkittavasti vahentaa tarvittavien koe-eldinten maaraa. Vuosien varrella omaksu-
mamme post-operatiivinen hoito on vahentanyt merkittavasti kuolleisuutta.

Tallennamme kokeiden tiedot, eldinten seuranta mukaan lukien, digitaaliseen eldinkohtaiseen
elektroniseen tietokantaan, josta ne ovat nopeasti analysoitavissa. Kokemuksemme mukaan digi-
taalinen seuranta nopeuttaa eldimelle aiheutuvien haittojen seurantaa, niiden minimointia ja
edesauttaa pitkaaikaisseurantatutkimusten onnistumista.

Parantaminen

Aivovamman indusoinnin aikainen operatiivinen toiminta: (a) Aivovamman indusoi sama kokenut
henkild, jolloin toimenpiteen kesto minimoituu. (b) Anestesiassa kdytetdan Somnosuite -laitetta,
jolloin anestesian taso on helposti kontrolloitavissa. Aivovamman indusoinnin jalkeinen akuutti toi-
minta: (a) Hapetus ilmateiden avaamisella (kielen vetaminen suupieleen, lisdhappi). (b) Kipulaaki-
tys valittomasti aivovamman indusoinnin jalkeen. (c) Kehon lampétilan yllapito lampdmatolla, na-
han alainen nesteytys tyypillisesti 3 pv ajan, pehmean erityisruuan esille laitto. Post-operatiivinen
toiminta: Aivovammaa saattaa seurata painonlasku, mutta eldimet toipuvat 3—4 leikkauksen jalkei-
sestd paivasta alkaen ja ovat jokseenkin verrokkien tasolla kahden viikon kuluessa. Olemme teh-
neet systemaattisia analyyseja painonkehityksesta yhdessa kansainvalisten yhteistyokumppa-
niemme kanssa. Painonpudotus on harvoin lopettamisindikaatio nykyiselld postoperatiivisella hoi-
dolla. Tutkimuksen lopussa eldinten yleiskunto on hyva, koska poistamme huonokuntoiset eldimet
mahdollisimman nopeasti: paitsi humaanisyista, myos siksi, etteivat ne aiheuta poikkeamia tutki-
muksessa.

Malliin liittyy vakavia haittoja, mutta uudistuneiden kaytant6jen ansiosta niiden aiheuttama eldin-
ten poistuma koesarjoista on vahadisempaa kuin ennakoitiin ja siksi koe-eldinten maaraa on voitu
pienentdd. Koe-eldinmalli on edelleenkin valttamaton apuvaline tassa tutkimuksessa, koska aivo-
vammasta aiheutuva epilepsia on ns. hermoverkkosairaus, eika sita voi luotettavasti mallintaa
muulla tavoin. Tulevaisuudessa entistda monipuolisempi eri parametrien digitaalinen kirjanpito ja
sen mahdollistama eldimen pitkdaikaisselviytymista ennustavien laskennallisten indeksien kayt-
toonotto voisivat olla yksi tydkalu seurattavan eldinkohortin optimointiin paitsi yhden laboratorion
sisalla, myos laboratorioiden valilla.

Muuta

Toimimme aktiivisesti kansainvalisissa tyoryhmissa, jotka kehittavat prekliinistd metodologiaa bio-
markkeri- ja ladkeainetutkimukseen. Raportit julkaistaan kansainvalisissa julkaisuissa ja ovat kaik-
kien saatavilla.
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12. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Ladkeaineiden tehon testaaminen ASAurian ja sitrullinemian
prekliinisissa prekliinisissa eldinmalleissa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

prekliininen ladkeainetutkimus, arginiinimeripihkahappovirtsai-
suus, sitrullinemia

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Ei
Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ympadristonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Kylla

Hankkeen tavoitteet (esim. tie-
teellinen tieto, jota haetaan
taikka tieteelliset tai hoidolliset
tarpeet)

ASAuria (arginiinimeripihkahappovirtsaisuus) ja sitrullinemia
ovat harvinaisia ureasyklin entsyymipuutoksia. Naissa sairauk-
sissa maksassa typen ja ammoniakin kasittelyssa on entsyymi-
vajeesta johtuva hairio, joka johtaa liiallisen proteiinien saannin
yhteydessa veren ammoniakkipitoisuuden nousuun. Oireet al-
kavat varhain oireilevassa muodossa jo vastasyntyneen ollessa
muutaman pdaivan ikdinen. Vastasyntynyt muuttuu veltoksi ja
huonokuntoiseksi seka alkaa oksennella. Usein tarvitaan hengi-
tyskonehoitoa. Plasman ammoniakkipitoisuus on tyypillisesti
koholla ja paan kuvantamisessa voidaan havaita aivo6deeman
eli turvotuksen merkkeja. ASAuria ja sitrullinemia tunnistetaan
vastasyntyneiden seulonnassa veren korkean sitrulliinipitoisuu-
den perusteella ja taudin diagnoosi varmistetaan maarittamalla
laskimoverinaytteesta sitrulliinin ja arginiinimeripihkahapon pi-
toisuudet. Akuutissa tilanteessa tarvitaan proteiinirajoitusta,
ammoniakkipitoisuutta alentavaa natriumbentsoaatti- ja argi-
niinilaakitysta seka joskus jopa dialyysihoitoa. Pitkdaikaishoito
perustuu ravinnon proteiinirajoitukseen seka ammoniakkia
alentavien ladkkeiden kayttoon. Sairauksiin ei ole olemassa te-
hokasta ladkehoitoa. Jos sairaus todetaan ennen oireiden kehit-
tymistd, ennuste on hyva, mutta jo vastasyntyneina oireilevien
potilaiden ennuste saattaa hoidosta huolimatta olla huono.
Yritys tarjoaa ladkekehitysteollisuudelle in vivo -eldinmalleja lu-
paavien ladkeaineiden prekliiniseen testaukseen. Tavoitteena
on edesauttaa potentiaalisten ladkeaineiden etenemista kliini-
siin kokeisiin.

Hankkeesta saatava mahdollinen
hyoty (kuinka tiede edistyisi,
kuinka ihmiset tai eldimet voisi-
vat hyotya hankkeen tuloksista)

Tavoitteena on kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja
ASAurian ja sitrullinemian hoitoon. Tutkimusmallien kaytto
edistdd myos ASAurian ja sitrullinemian mekanismien tutki-
mista, mikd edesauttaa uusien lddkkeiden ja Iadkehoitomuoto-
jen kehittamista.

Kaytettdvat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri 2672 eldinta
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Ennakoidut haitat eldaimille, arvi-
oidut vakavuusluokat, eldinten
kohtalo toimenpiteen paatyttya

Geenimuunnelluilla hiirilla esiintyy karvankasvun hairioita, ai-
neenvaihdunnan ja neurologisia oireita, pienikasvuisuutta ja
ennenaikaista kuolleisuutta sekd motoriikkaan ja koordinaa-
tioon hairidita. Haittaa aiheutuu myos tutkittavien aineiden
toistuvista annosteluista ja verindytteenotosta. Tutkimuksen
paatteeksi eldaimet lopetetaan.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Replacement
Miksi eldimia on kaytettava tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

In vitro -mallit ASAurian ja sitrullinemian tutkimiseksi ovat hy-
vin rajalliset. Uusien ladkkeiden todellista tehoa tai vastetta
seka turvallisuutta voidaan tutkia luotettavasti vain koe-eldin-
malleissa ennen kliinisia kokeita.

2. Vahentaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, ettd eldi-
mia kdytetdadn mahdollisimman
vahan?

Koeasetelmat ovat standardoituja ja niiden kdytdn pohjana on
perusteellinen mallien validointityd. Validointityolla varmiste-
taan, ettd koe-eldinmalli kayttaytyy mallille kuuluvalla tavalla ja
antaa oikeanlaisen tautivasteen. Koeasetelmissa ryhman sisai-
nen variaatio minimoidaan mallivalidaatiotyolld, joka maaritte-
lee tilastollisesti tarvittavat ryhmakoot (voima-analyysi). Hank-
keessa kaytettavat ASAurian ja sitrullinemian mallit ovat kirjalli-
suudessa hyvin kuvattuja ja siksi hyvin ennustettavia.

3. Parantaminen - Refinement

a) Perusteet eldinlajin valinnalle.
b) Miksi valittu elainmalli on pa-
ras tieteellisten tavoitteiden kan-
nalta?

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

Suurin osa ASAurian ja sitrullinemian eldinmalleista on kehi-
tetty jyrsijoissa. Kaytettavat eldinmallit ovat eri geenien poisto-
tai muuntogeenisia hiirikantoja. Jyrsijoissa havaitut taudin me-
kanismit, vasteet nykyisille hyvin rajallisille [aakkeille ja eldinten
kdayton maara suhteessa saatavaan informaatioon ladkeaineen
tehosta ja turvallisuudesta ovat hyvat. Haittaa pyritaan mini-
moimaan eldinten huolellisella seurannalla, ravinnon saata-
vuutta ja syomista helpottamalla ja mahdollisimman aikaisilla
lopetuskriteereilla.

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisdltaa vakavia toimenpiteitd

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli kehittdaa uusia tehokkaita hoitomuotoja ASAurian ja sitrullinemian hoi-

toon. Tavoitteena oli my0s edistda ASAurian ja sitrullinemian mekanismien tutkimista, mika edes-
auttaisi uusien ladkkeiden ja ladkehoitomuotojen kehittamista. Ladkekokeiden avulla pyrittiin sel-
vittamaan tutkittavien lddkeaineiden vaikutusta taudin patologian ja oireiden kehittymiseen eldin-

malleissa.

Hankkeessa kaytetyt eldinmallit toimivat odotetusti ja antoivat luotettavaa tietoa ladkeaineiden
tehokkuudesta. Tata takautuvaa arviota laadittaessa ei ole tiedossa, etta tutkittavia lddkeaineita
olisi edennyt ldakekehityksen seuraaviin vaiheisiin.

Todelliset haittavaikutukset:

Ei toipumista Lieva Kohtalainen | Vakava

Hiiret (Mus musculus)

50 852 134 25
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Miten hyvin kdytettyjen eldinten maara ja haittojen todellinen vakavuus vastaavat ennakoituja
maaria ja vakavuusluokkia?

Tutkimuksessa kaytettiin 1061 hiirta (ennakoitu maara 2672 kpl). Kaytetyt eldimet jakaantuivat
seuraavasti: 5 % luokassa ei toipumista, 80 % luokassa lieva, 13 % luokassa kohtalainen ja 2 % luo-
kassa vakava.

Kaytettyjen eldinten maara oli n. 40 % suunnitellusta kaytosta. Kayton tarve riippuu asiakkaiden
tarpeista, eli kuinka monta tilaustutkimusta saadaan tehtavaksi.

Kaikki seikat, jotka saattavat edistaa korvaamista, vahentamista ja parantamista koskevien toi-
mien toteuttamista:

Korvaaminen

ASAuria ja sitrullinemia ovat harvinaisia ureasyklin entsyymipuutoksia, joissa maksan typen ja am-
moniakin kasittelyssa on entsyymivajeesta johtuva hairio, joka johtaa liiallisen proteiinin saannin
yhteydessa veren ammoniakkipitoisuuden nousuun. Tautimallin kehittyminen vaatii siis useam-
man eri elinkokonaisuuden yhteisvaikutuksia, jolloin in vitro-mallit ASAurian ja sitrullinemian ker-
tymasairauksien tutkimiseksi ovat hyvin rajalliset. Uusien ladkkeiden todellista tehoa tai vastetta
seka turvallisuutta voidaan tutkia luotettavasti vain koe-eldinmalleissa ennen kliinisia kokeita.
Alemmilla selkdrankaisilla tai in vitro-menetelmilla ei saavuteta samanlaista tietoa uusien ladkeai-
neiden tehosta, koska kyseiset menetelmat eivat ole standardoituja, eivatka yleisesti hyvaksyttyja
tai kaytettyja.

Vahentaminen

Koeasetelmat ovat standardoituja ja niiden kdyton pohjana on perusteellinen mallien validointityo.
Validointityon avulla varmistetaan, etta koe-eldainmalli kdyttaytyy odotettavasti ja antaa oikeanlai-
sen tautivasteen. Ryhmdkokoa maaritettdessa kdytetdaan avuksi voima-analyysia.

Parantaminen

Lautakunta edellytti takautuvassa arvioinnissa kerrottavan, kuinka moni eldin jouduttiin lopetta-
maan lopetuskriteerien perusteella. Lisdksi edellytettiin tarkasteltavan, olisiko ALS-mallin mukaisia
lopetuskriteereita mahdollista aikaistaa mallin siita karsimatta.

Lopetuskriteerien perusteella lopetettiin 13 hiirtad ja kuolleena I6ydettiin 25 hiirtd. ALS-mallin mu-

kaisia lopetuskriteereita ei paadytty soveltamaan lopetuspaatosta tehtdessa, silla lopetussyyna ei

ollut halvaantuminen, vaan esimerkiksi hiirissa havaitut kehityshairiot tai yleiskunnon heikkenemi-
nen ilman vakavia motorisia oireita.

Hankeluvan aikana laitoksella on otettu kaytto6n hyvinvoinnin pisteytystaulukko avustamaan lo-
petuskriteereita maaritettdessa. Henkil6ston koulutusta on yhtenaistetty siten, etta eldinten
kanssa tydskentelevilla henkililla on yhtendisempi tulkinta lopetuskriteereista. Hiirille tarjottiin
lipsumaton kuivike sekda pehmea ja lyhytkuituinen pesamateriaali. Juomapulloissa kadytettiin pitkia
nippoja ja hakin pohjalla oli tarjolla rehua, moss6a ja geelid. Painon kehitysta seurattiin paivittain
kolmen viikon iasta alkaen, ja tarvittaessa hiiret nesteytettiin. Osassa kokeista kaytdssa oli aikai-
sempi paatepiste, ja hiiret lopetettiin ennen kuin vakavia oireita kehittyi.

Muuta

Toiminnanharjoittaja osallistuu aktiivisesti eldinten hyvinvoinnin toiminnan kehittamiseen niin lai-
toksen sisdisessa toiminnassa kuin osana kansainvalista yritysta ja esittda hyvinvointityohon liitty-
via tuloksia eri tilaisuuksissa.



