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2018 - TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN ANNETUT TIEDOT

— julkaistaan tassa yhdessa hankkeiden yleistajuisten tiivistelmien kanssa.
Hankeluvat ovat vuosilta 2014 ja 2015.

1

ohje ja esimerkki.

3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Téytettyna korkeintaan 1-2 sivun mittainen, ks. EU-komission

Hankkeen nimi

Ladkeaineiden tehon testaaminen Huntingtonin taudin preklii-
nisissa tautimalleissa

Hankeluvan kesto 3 vuotta

Avainsanat Huntingtonin tauti, prekliininen ldaketutkimus

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

Ymparistonsuojelu 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)

Huntingtonin taudin hoitoon ei ole olemassa tehokkaita laake-
aineita. Huntingtonin tauti aiheuttaa potilaille ja heiddan omai-
silleen karsimysta ja taudeista koituu yhteiskunnalle huomatta-
via kustannuksia. Yritys tarjoaa ladkekehitysteollisuudelle in
vivo -eldinmalleja lupaavien ladkeaineiden prekliiniseen tes-
taukseen. Tavoitteena on edesauttaa potentiaalisten ladkeai-
neiden etenemista kliinisiin kokeisiin.

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

Tavoitteena on kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja Hun-
tingtonin tautiin. Tutkimusmallien kaytto edistad myos Hun-
tingtonin taudin mekanismien tutkimista, mika edesauttaa uu-
sien ladkkeiden ja ladkehoitomuotojen kehittamista.

Kaytettavat eldinlajit ja elain-
maarat

Hiiri 11800; rotta 720 eldinta

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

Osa eldimista, |[ahinnd R6/2 kantaa olevat hiiret tulevat karsi-
maan geenimutaation aiheuttamista oireista, jotka voivat olla
voimakkaita. Tutkimukset ovat padasiassa subkroonisia tai
kroonisia, alkaen muutamista paivista useisiin kuukausiin. Tut-
kimuksen paatteeksi eldimet lopetetaan.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen

Application of the 3Rs

1. Korvaaminen

Miksi eldimia on kadytettdva tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

1. Replacement

In vitro -mallit Huntingtonin taudin tutkimiseksi ovat hyvin ra-
jalliset johtuen taudin moniuloitteisuudesta, kasittaen seka pe-
rifeerisen ettad keskushermostoon liittyvan patologian. Uusien
ladkkeiden todellista tehoa tai vastetta seka turvallisuutta voi-
daan tutkia luotettavasti vain koe-eldainmalleissa ennen kliinisia
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kokeita. Mydskaan tietokonepohjaiset simulaatiot Huntingto-
nin taudin tutkimuksessa eivat ole mahdollisia johtuen taudin
mekanismien monimutkaisuudesta.

2. Vahentaminen 2. Reduction

Kuinka on varmistettu, etta eldi- | Koeasetelmat on standardoituja ja niiden kdyton pohjana on
mia kdytetdadn mahdollisimman perusteellinen mallien validointityd. Validointityolla varmiste-
vahan? taan etta 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).

Hankkeesta ei tehda / tehdaan 3. Refinement

takautuva arviointi Suurin osa Huntingtonin taudin eldinmalleista on kehitetty jyr-
sijoissa, etenkin hiirissa. Jyrsijoissa havaitut taudin mekanismit,
vasteet nykyisille ladkkeille ja eldinten kdaytén maara suhteessa
saatavaan informaatioon ladkeaineen tehosta ja turvallisuu-
desta ovat hyvat. Alemmilla selkarankaisilla tai in vitro -mene-
telmin ei voida saada samanlaista tietoa uusien ladkeaineiden
tehosta, koska kyseiset menetelmat eivat ole standardoituja ei-
vatka yleisesti hyvaksyttyja ja kaytettyja. Taman lisdksi naista
menetelmista ei ole saatavissa tietoa talla hetkella kaytettyjen
ladkeaineiden vasteista, joita voitaisiin kayttaa verrattaessa uu-
sista ladkeaineista saatavia tuloksia.

Hankkeesta ei tehdd / tehdain KYLLA
takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 5.6.2018

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja Huntingtonin tautiin. Kaytetyt
eldainmallit toimivat odotetusti ja antoivat luotettavia tuloksia ladkeaineiden tehokkuudesta. Tutki-
musmallien kaytto edisti myOds omalta osaltaan tietoutta Huntingtonin taudin mekanismeista, mika
edesauttaa jatkossa uusien ladkkeiden ja ladkehoitomuotojen kehittamista.

Osahanke 1

Farmakokineettisissa (PK) kokeissa tutkittiin Iadkeaineiden pitoisuuksia tietyn mittaisen tai tietyn
tyyppisen ladkehoidon jalkeen eldimilta otetuista veri- ja kudosnaytteista. Tarkoituksena oli selvit-
taa tehotutkimuksissa kaytettavat ladkkeiden antotavat ja pitoisuudet. Tavoitteiden saavuttami-
sessa onnistuttiin odotusten mukaisesti.

- Toimenpiteet: 1d3kinta, lopetus ja ndytteenkeruu

Osahanke 2

NOEL (no observable adverse effect level) — tyyppisissa kokeissa selvitettiin akuutin ja kroonisen
annostelun jalkeen havaittavia mahdollisia haittavaikutuksia. Nama tutkimukset suoritetaan PK-
kokeen perusteella valittuja annoksia yhta/kahta kertaluokkaa suuremmilla annoksilla. Tavoit-
teena oli [6ytaa suurin annos, jolla ei havaittu haittavaikutuksia ja mika mahdollistaisi parhaan



mahdollisen tuloksen tehotutkimuksissa. Tavoitteiden saavuttamisessa onnistuttiin odotusten mu-
kaisesti.

- Toimenpiteet: |adkintd, ruumiin painon ja ruumiin [Ammaon seuranta, neurologinen indeksi
testi, lopetus ja naytteenkeruu

Osahanke 3

Tehotutkimuksissa selvitettiin ladkeaineiden vaikutusta eldinten kayttaytymiseen ja motorisiin toi-
mintoihin seka aivojen rakenteisiin ja niiden toimintaan. Tavoitteiden saavuttamisessa onnistuttiin
odotusten mukaisesti. Hankkeen aikana havaittiin useissa tutkimuksissa positiivisia ladkeainevas-
teita.

- Toimenpiteet: ladkinta, kayttaytymistestit, aivojen kuvantaminen, lopetus ja ndaytteenkeruu

Osahanke 4

Kemiallisesti indusoidut Huntingtonin taudin elainmallit mitokondrioiden toimintaan vaikuttavilla
toksiineilla. Hankkeessa selvitettiin ladkeaineiden vaikutuksia kemiallisesti indusoiduissa tautimal-
leissa. Tavoitteiden saavuttamisessa onnistuttiin odotusten mukaisesti.

- Toimenpiteet: mitokondriotoksiinin annostelu, ldakintd, neurologinen indeksi testi, lopetus
ja naytteenkeruu
Osahanke 5
Aineenvaihduntamittaukset. Ei tutkimuksia hankkeen aikana.
Osahanke 6

Telemetriamenetelmien kdytté Huntingtonin taudin transgeenisilla R6/2 ja Q175 hiirilla. Tavoittei-
den saavuttamisessa onnistuttiin odotusten mukaisesti.

- Toimenpiteet: ladkinta, telemetriakirurgia, telemetriamittaukset, lopetus ja ndytteenkeruu
Osahanke 7

Metaboliakammiotutkimukset hiirilla. Ei tutkimuksia hankkeen aikana.

2. Millaista haittaa?

Geenimuunnoksesta aiheutuva haitta oli mukana kaikissa osahankkeissa. Tautimallin vakavuusaste
riippui kaytettavasta transgeenisesta hiirikannasta ja eldimen iasta. Kaikki kokeet, joissa R6/2-kan-
nan eldimet elivat yli 14 viikkoa, luokiteltiin vakavuusluokkaan vakava. Téama johtuu R6/2-kannan
vakavasta fenotyypista tuon ikdpisteen jalkeen (painon lasku, liikeaktiivisuuden lasku, lisdantynyt
kuolleisuus). Kaikki muut R6/2-kokeet, jotka paattyivat 14 ikaviikkoon mennessa tai olivat ns. mal-
tillisemmin etenevaa tautimallia (Q175-kanta), olivat vakavuusluokaltaan lievia tai kohtalaisia.
Tama selittaa sen, ettad kokeista suurimman osan haittaluokitus oli korkeintaan kohtalainen eika
suinkaan vakava kuten alun perin oli arvioitu.

R6/2-kannan fenotyypin lisdksi vakavaa haittaa aiheutui myos osahankkeessa 4, jossa eldimille an-
nosteltiin mitokondriotoksiinia (kemiallisesti indusoitu malli). Osaltaan haittaa aiheutui myos kirur-
gisista operaatioista, vaikkakin ne suoritettiin anestesiassa ja eldimille annosteltiin kipuldakkeita
operaation jalkeen. Joissakin kokeissa yllatyksid aiheutui myos annosteltavista lddkeaineista, jotka
aiheuttivat haitallisia sivuvaikutuksia.



Eniten eldimia kuoli tai jouduttiin lopettamaan osahankkeessa 2, jossa yhteensa 79 hiirta kuoli tai
lopetettiin ennen paatepistettd. Naissd kokeissa eldimet saivat vakavia sivuoireita suuren annok-
sen ladkeryhmissa.

Osahankkeessa 3 pitkdkestoisissa kokeissa (kesto yli 14 eldinten ikaviikkoa, yhteensa 8 kpl) joudut-
tiin osa transgeenisista R6/2-eldimista lopettamaan lopetuskriteereiden perusteella ennen paate-

pistetta ja osa kuoli spontaanisti tautimallista johtuviin kohtauksiin. Naissa tutkimuksissa lopetus-

kriteerien perusteella jouduttiin lopettamaan suhteellisen pieni osuus eldimista, noin 2-4 %.

3. 3R-mahdollisuudet

Kaytetyt eldinmaarat ovat pitkalti koe-asetelmasta riippuvia. Kokeita suunnitellessa on haettu ta-
sapainoa mahdollisimman pienten ryhmakokojen ja tilastollisesti merkitsevien eldinmaarien valilla
siten, etta kaikki tarvittavat verrokkiryhmat kuitenkin otetaan mukaan kokeisiin. Eldinmaaraarviot
tutkimusmalleissa pohjautuvat validaatiokokeisiin, joiden tarkoituksena on ollut varmistaa mallin
toistettavuus sekda mahdolliset muut kokeen kannalta kriittiset tekijat.

Kokeissa tyoskenteleva henkilokunta on koulutettua. Ennen paasya elaintydohon tyontekijat pereh-
dytetaan yrityksen toimintatapoihin. Lisaksi kaikki eldintyota tekevat teknikot ja tutkijat osallistu-
vat vuosittain yrityksen jarjestamaan eldinten hyvinvointikoulutukseen, jonka teema vaihtelee
vuosittain. Malleihin liittyvia lopetuskriteereja kdydaan lapi henkilokunnan kanssa.

Eldaimia pidetaan paasaantoisesti ryhmahakeissa, jolloin niilla on jatkuvasti tarjolla lajitovereiden
seuraa. Kokeissa kaytettava kuivike on vaihdettu luvan voimassaoloaikana haapahakkeesta maissi-
kuivikkeeseen, koska maissikuivikkeen imukyky on haapahaketta parempi ja se myos polyaa va-
hemman. Kuivikkeenvaihdon myo6ta hakkienvaihtovalid on voitu pidentaa ja ndin ollen eldinten
stressia silta osin vahentda. Samalla eldintenhoitajien aikaa on vapautunut muihin tukitoimiin ha-
kinvaihtojen sijasta. Erityisesti kohtausherkkien R6/2-kannan hiirten osalta paivittdisen eldinten
kasittelyn vahentaminen (hakkien vaihto) on vdahentanyt hiirten riskid saada epileptisia kohtauksia.

Merkittava hankkeen aikana kayttoon otettu 3R-keino eldinten karsimyksen vahentamiseksi on ol-
lut kdytettavien eldinten etukateisvalikointi. Menetelma perustaa siihen, etta kaikilta elamilta ote-
taan verinayte, josta maaritetaan sappihappopitoisuus. Korkea sappihappipitoisuus toimii merk-
kina eldaimen maksan porttilaskimon tukoksesta. Eldimet, joilla on porttilaskimotukos poikkeavat
normaaleista eldimista niin kayttaytymiseltaan, ladkeainevasteeltaan kuin myds aivojen toiminnan
ja rakenteen suhteen. Valikoimalla mukaan vain eldimia, joilla on normaalit sappihappopitoisuudet
(=ei porttilaskimotukosta), on saadut tulokset luotettavampia ja niissa esiintyy vihemman hajon-
taa. Taman perusteella on ryhmakokoja mahdollista pienentda ja ndin ollen vahentaa osalle elai-
mista aiheutuvaa haittaa itse tutkimusmenetelmista. Itse eldinten kayton kokonaismaaraa mene-
telma ei vahenna, koska kaikilta hiirilta otetaan verindyte ja korkean sappihappopitoisuuden
omaavat hiiret lopetetaan. Naille hiirille ei siis kuitenkaan koidu muuta kuin verindytteenotosta
aiheutuva haitta.



Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kayttomaarat ja 3R-soveltaminen
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kayttomaarat eri vakavuusluokissa seka
kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa.

Osahanke | Elainlaji Tavoit- Eldinmaara: Vakavuus- Erityista aiheutettuun | 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu vihentaa
/ Toimen- teet saa- | Luvassa arvioitu / to- | luokka: haittaan liittyen: esim. | tai eldinten hyvinvointia parantaa?
pide vuttami- | siasiallinen Luvassa arvi- satunnainen / toistuva,
nen oitu / tosiasi- saatu vahenemaan/
(+/-) allinen loppumaan 3R-keinoin
Farmako- | Hiiri + 11800 / 2499 Vakava/ Vakavuusluokka PK-tutkimuksissa kaytdssa usein melko pieni ryh-
kineettiset Lieva 1765, yleensa lieva, silla 1aa- makoko (esim. jopa n=3), joka usein riittava halu-
kokeet Kohtalainen kintakertoja oli vain tun lopputuloksen saamiseksi. Tallaisia tutkimuk-
42, Vakava 0 muutama ja kokeen sia oli mukana kokonaisuudessa.
kesto lyhyt (paivia). Li-
saksi usein tutkimukset
suoritettiin ei-muunto-
geenisilla hiirilla, esim.
C57:illa, joten kannan
fenotyypista ei ollut li-
sdhaittaa.
NOEL (no | Hiiri + 11800 / 502 Vakava/ Osahankkeista suurin Kuten PK-tutkimuksissa, NOEL-tutkimuksissa kay-
observa- Lieva 279, kuolleisuus. Yhteensa tettiin yleensa suhteellisen pienia n-maaria (usein
ble effect Kohtalainen 79 hiirta kuoli tai jou- n=3-6).
level) 102 Vakava duttiin lopettamaan en-
kokeet 121 nen suunniteltua aika-

pistettd. Kuolleisuus
johtui annosteltavasta
ladkeaineesta. Tavoit-
teena oli l6ytada suurin
annos, jolla ei havaittu
haittavaikutuksia.




Tehoko-
keet

Hiiri/Rotta

11800/ 8023 hiirta +
48 rottaa

Vakava/
Lieva 3091,
Kohtalainen
2406, Vakava
758

Pitkdkestoiset kokeet
olivat tassa osahank-
keessa. Suurin osa ela-
mille kohdistuneesta
haitasta kuului luok-
kaan lieva tai kohtalai-
nen (pitkaaikainen laa-
kinta, kayttaytymistes-
tit tai kuvantamismit-
taukset useassa eri ai-
kapisteessd). Osa elai-
mista kuului luokkaan
vakava, mika selittyy
eldinten fenotyypista
(taudin eteneminen) ja
pitkdaikaisesta seuran-
nasta.

Kokeiden maksimikestoa voitaisiin lyhentaa R6/2
—kannan kohdalla 3-4 viikolla

Kemialli-
sesti in-
dusoidut
Hunting-
tonin tau-
din eldin-
mallit

Hiiri

11800/ 161

Vakava/
Vakava 161

Eldimille annosteltiin
mitokondritoksiineja
tautimallin indusoi-
miseksi. Kaikki eldimet,
joille toksiineja annos-
teltiin, kuuluivat luok-
kaan vakava. Eldimia lo-
petettiin lopetuskritee-
rien perusteella 11 kpl
ja loydettiin kuolleena
21 kpl.

Toksiineissa kdytettiin mahdollisimman pienta an-
nosta, jolla kuitenkin saatiin esille esim. haluttu
striatum-vaurio.

Aineen-
vaihdun-
tamittauk-
set

Hiiri

11800/0

Ei tutkimuksia

Ei tutkimuksia

Ei tutkimuksia




Telemet- Hiiri + 11800/ 36 Vakava/ Telemetria-implantin Operaatiot anestesiassa. Kipuldakitys ja post-ope-
riako-keet Kohtalainen suhteellisen suuri koko | ratiivinen hoito.
36 hankaloittaa jonkin ver-

ran eldimen liikkumista.

Eldimille annosteltiin ki-

puldadketta operaation

jalkeen.
Metabo- Hiiri + 11800/0 Ei tutkimuksia | Ei tutkimuksia Ei tutkimuksia
liakam-
miotutki-
mukset

Yhteensa luvassa on arvioitu 11800 hiirtd ja 720 rottaa. Tosiasiallinen eldinten kaytto oli 11221 hiirta ja 48 rottaa.

Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kdyttamasi 3R-keinot ja pohdi, milld laajuudella keinoja voisi hyodyntaa.
ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyédyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkeja)

Hankkeessa
sovellettava

sovellettava

Omassa toiminnassa Yleisesti sovellettava | Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

ndytteestd maaritettavaan sappihappopitoi-
suuteen maksan porttilaskimotukoksen havait-
semiseksi

Aikaisempi paatepiste pitkaaikaisissa seuran- X X - -
noissa lopetuskriteereja tarkastamalla

Lyhyempi seuranta-aika, jos lddkevaste on saa- | X X - -
vutettu

Pesamateriaali X X X -
Tukiruuan tarjoaminen operoinnin jalkeen X X X -
Eldinten etukateisvalikointi perustuen veri- X X X X




3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA: Taytettyni korkeintaan 1-2 sivun mit-
tainen, ks. EU-komission ohje ja esimerkki.

Hankkeen nimi

Ladkeaineiden farmakodynamiikan ja farmakokinetiikan tutki-
minen kirurgisesti indusoiduissa prekliinisissa tautimalleissa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Aivoverenkiertohairiot, aivoverenvuoto, aivotrauma, selkdydin-
vaurio, prekliininen ladketutkimus

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)

Aivoverenkiertohairididen, aivotrauman, aivoverenvuodon seka
selkdaydintrauman hoitoon ei ole olemassa tehokkaita laakeai-
neita ja taudeista koituu seka yksildlle etta yhteiskunnalle huo-
mattavaa haittaa ja kustannuksia. Mainittujen aivosairauksien
mallintaminen jyrsijoilla on ensisijainen keino uuden ladkeai-
neen tehon, mekanismien ja turvallisuuden tutkimiseen ennen
ihmisilla tehtavia kliinisia kokeita. Yritys tarjoaa ladkekehityste-
ollisuudelle in vivo -eldinmalleja lupaavien lddkeaineiden prek-
liiniseen testaukseen. Tavoitteena on edesauttaa potentiaalis-
ten ladkeaineiden etenemista kliinisiin kokeisiin jonka seurauk-
sena mahdollistetaan tulevaisuudessa tehokas ja turvallinen
ladkehoito em. sairauksiin. Kaytettavat prekliiniset tautimallit
ovat tieteellisessa kirjallisuudessa laajasti kuvattuja ja kaytet-
tyja, ns. kultaisia standardeja toistettavuutensa ja ennustetta-
vuutensa vuoksi. Tastad johtuen mallit ovat myos ladketeollisuu
dessa laajalti kdytettyja malleja arvioitaessa kehitteilla olevien
ladkeaineiden tai terapioiden tehoa aivosairauksia vastaan in
vivo.

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

Tavoitteena on kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja aivove-
renkiertohairididen, aivotrauman, aivoverenvuodon seka sel-
kdydintrauman hoitoon.

Kaytettdvat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri, 3 000; rotta 10 200 eldinta

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

Kirurgisesti aiheutetut mallit aiheuttavat seka indusointivai-
heessa ettd tutkimuksen kuluessa kipua ja karsimysta, joka voi
olla voimakasta. Hankkeen haitat eldimille luokitellaan luok-
kaan: Vakava. Tutkimukset ovat luonteeltaan akuutteja (muuta-
masta tunnista-muutamaan paivadan) tai kroonisia (useita kuu-
kausia, yleensa ei yli 6kk). Tutkimuksen paatteeksi eldimet lo-
petetaan joko inhalaatioanestesiassa, pentobarbitaali-yliannos-



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf

tuksella, niskamurrolla tai dekapitaatiolla hiilidioksiditainnutuk-
sessa. Lopetuksen jdlkeen tarvittaessa kerataan veri-, selka-
ydinneste ja eri laisia kudosnaytteita.

Vakavuusluokka: vakava

3R-menetelmien soveltaminen

Application of the 3Rs

1. Korvaaminen

Miksi eldimia on kaytettava tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

1. Replacement

In vitro -mallit aivoverenkiertohairididen, aivotrauman, aivove-
renvuodon seka selkaydintrauman tutkimiseksi ovat hyvin rajal-
liset johtuen tautien monimuotoisuudesta ihmispopulaatioissa.
Tasta johtuen sairauden mallintaminen luotettavasti vaatii
useita malleja eri lajeissa ja niiden kannoissa. Uusien ladkkei-
den todellista tehoa tai vastetta seka turvallisuutta voidaan tut-
kia luotettavasti vain koe-eldinmalleissa ennen kliinisid kokeita.
In vitro kokeet ovat hyvin rajallisia johtuen tutkimusmenetel-
mien yksinkertaisuudesta verrattuna nisakkaan koko fysiologi-
aan. Myoskaan tietokonepohjaiset simulaatiot eivat sovellu ky-
seisissd malleissa ladkeaineen tehon testaamiseen, johtuen lu-
kuisista sairauden vakavuuden osatekijoista.

2. Vahentdminen

Kuinka on varmistettu, etta eldi-
mia kdytetadn mahdollisimman
vahan?

2. Reduction

Koeasetelmat on standardoituja ja niiden kayton pohjana on
perusteellinen mallien validointityd. Validointity6lla varmiste-
taan etta koe-eldinmalli kayttaytyy mallille kuuluvalla tavalla ja
antaa oikeanlaisen tautivasteen. Koeasetelmissa ryhman sisai-
nen variaatio minimoidaan mallivalidaatiotyo6lla, joka maaritte-
lee tilastollisesti tarvittavat ryhmakoot (voima-analyysi) ja joka
maarittaa koe-eldinten kayton maaran kussakin koeasetel-
massa.

3. Parantaminen

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

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

3. Refinement

Suurin osa aivoverenkiertohairididen, aivotrauman, aivoveren-
vuodon seka selkdydintrauman eldinmalleista on kehitetty jyrsi-
jOissa, seka hiirissa etta rotissa. Jyrsijoissa havaitut taudin me-
kanismit, vasteet nykyisille l[adkkeille ja eldinten kaytén maara
suhteessa saatavaan informaatioon lddkeaineen tehosta ja tur-
vallisuudesta ovat kohtalaiset. Ne ovat kuitenkin niin tieteelli-
sen yhteison kuin ladketeollisuuden hyvaksymia menetelmia
tutkia naita sairauksia, koska parempia ei ole pystytty kehitta-
maan tahan paivaan mennessa. Alemmilla selkarankaisilla tai in
vitro -menetelmin ei voida saada samanlaista tietoa uusien 13a-
keaineiden tehosta, koska kyseiset menetelmat eivat ole stan-
dardoituja eivatka yleisesti hyvaksyttyja ja kdytettyja. Taman li-
saksi ndista menetelmista ei ole saatavissa tietoa talla hetkella
kaytettyjen ladkeaineiden vasteista, joita voitaisiin kayttaa ver-
rattaessa uusista ladkeaineista saatavia tuloksia.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA




TAKAUTUVAA ARVIONTI
Saapumispvm: 12.1.2018, taydennys 5.2.2018, taydennys 27.9.2018.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli testata uusien kehitettdvien lddkeaihioiden tehoa aivoverenkiertohairididen,
aivotrauman, aivoverenvuodon seka selkaydintrauman kokeellisissa eldinmalleissa hiirilla ja rotilla. Ta-
voitteena oli edesauttaa potentiaalisten ladkeaineiden etenemista kliinisiin kokeisiin potilailla. Kdytetyt
mallit ovat tieteellisessa yhteisdssa ja kirjallisuudessa laajasti hyvaksyttyja ja kaytettyja toistettavuu-
tensa ja ennustettavuutensa vuoksi.

Tutkimusmallit toimivat odotetusti ja niiden avulla voitiin arvioida luotettavasti testattujen laakeai-
nekandidaattien tehoa.

Tutkimusmalli soveltuu tahan tutkimukseen (+).

2. Millaista haittaa?

Kirurgisesti aiheutetut mallit aiheuttavat seka indusointivaiheessa etta tutkimuksen kuluessa kipua ja
karsimysta, joka voi olla pahimmillaan voimakasta. Hankkeen haitat eldimille luokitellaan luokkaan va-
kava. Tutkimukset olivat luonteeltaan akuutteja (muutamasta tunnista-muutamaan paivaan) tai krooni-
sia (pisimmillaan yhdeksan viikkoa). Osassa tutkimuksista kerattiin verindytteita kokeen aikana. Tutki-
muksen paatteeksi eldimet lopetettiin, minka jalkeen kerattiin veri-, selkdydinneste ja erilaisia kudos-
naytteita.

Aivohalvaus

Aivohalvausmalleissa aiheutettiin kirurgisin menetelmin keskimmaisen aivovaltimon (a.cerebri media)
tilapdinen tai pysyva tukos. Mallin kirurgisen indusoinnin paatteeksi kaulan tai kallon avanteet, suonet,
lihakset ja iho suljettiin ja eldimen annettiin herdta anestesiasta. Kaikkien yllakuvattujen operaatioiden
jalkeen aloitettiin post-operatiivinen hoito. Aivohalvausmallien tyypillisimmat oireet olivat toispuolinen
halvaus seka akuutti painolasku. Eldinten halvausoireet nakyivat etu — ja takaraajan tunnottomuutena ja
heikkoutena seka kehon kiertamisena (puoltamisena), myos seldltddan kadantyminen hidastui akuutisti.
Oireet vaistyivat tai vahintaan lievenivat selkeasti paivista muutamaan viikkoon valisena aikana. Paa-
sadntoisesti lopetuskriteerina oli eldinten painonlasku tai minimaalinen vaurio kirurgian jalkeen, yksittai-
sissa tapauksissa lopetuskriteerina olivat operaatiota seuranneet epileptiformiset kohtaukset. Aivohal-
vausmallissa kuolleisuus liittyi padsaantoisesti vaurion laajuuteen, verenvuotoihin tai nukutuksen aikai-
siin komplikaatioihin. Yksittdisissa tapauksissa selkeda kuolinsyyta ei onnistuttu maarittdmaan. Aivohal-
vauskokeiden seuranta-aika (kokeen kesto) vaihteli vuorokaudesta seitsemé&an viikkoon.

Aivotrauma

Aivotraumamallissa aiheutettiin aivovaurio mekaanisen voiman avulla kohdistamalla isku joko suo-
raan aivokudokseen kdyttaen mekaanista aivotraumalaitetta seka stereotaktista laitetta iskun koh-
dentamiseen. Operaation jalkeen aloitettiin post-operatiivinen hoito. Aivotraumamallien tyypilli-
simmat oireet olivat toispuolinen halvaus seka akuutti painolasku. Eldinten halvausoireet nakyivat
etu — ja takaraajan tunnottomuutena ja heikkoutena seka kehon kiertamisena (puoltamisena)
myos seldltdan kadntyminen hidastui akuutisti. Oireet vaistyivat tai vahintaan lievenivat selkeasti
pdivistda muutamaan viikkoon valisena aikana. Aivotraumamallissa kuolleisuus liittyi pdaasiassa



vaurion laajuuteen tai nukutuksen aikaisiin komplikaatioihin. Aivotraumakokeiden seuranta-aika
vaihteli vuorokaudesta viiteen viikkoon.

Aivoverenvuoto

Aivoverenvuotomallissa aiheutettiin aivovaurio injisoimalla rotan omaa verta suoraan aivokudok-
seen tyvitumakkeeseen. Operaation jalkeen aloitettiin post-operatiivinen hoito. Aivoverenvuoto-
mallien tyypillisimmat oireet olivat toispuolinen halvaus seka akuutti painolasku. Eldinten halvaus-
oireet nakyivat etu — ja takaraajan tunnottomuutena ja heikkoutena seka kehon kiertamisena
(puoltamisena) myos seldltaan kdaantyminen hidastui akuutisti. Oireet vaistyivat tai vahintdan lie-
venivat selkedsti pdivista muutamaan viikkoon valisena aikana. Aivoverenvuotomallissa kuolleisuus
liittyi padasiassa nukutuksen aikaisiin komplikaatioihin. Aivoverenvuotokokeiden seuranta-aika
vaihteli vuorokaudesta neljaan viikkoon.

Selkaydinvaurio

Kontuusio vauriomallissa toimenpiteessa tehtiin T10 nikaman kohdalle nikaman osittainen poisto,
jotta selkaydin saatiin nakyviin. Taman jalkeen paljastetun selkdytimen paalle aiheutettiin hallittu
kontuusio (mekaaninen isku), jonka aikana seurattiin iskun voimakkuutta, nopeutta ja kestoa. Kon-
tuusion jalkeen lihakset ja sidekudokset suljettiin kerroksittain ja lopulta selkdnahka ja iho desinfi-
oitiin. Operaation paatyttya eldinten annetaan herata anestesiasta ja ne siirrettiin toipumaan yk-
sittdishakkeihin ja aloitettiin post-operatiivinen hoito. Kontuusion vaikutuksesta selkdaytimeen ke-
hittyi vaurio, josta aiheutui totaalinen, mutta osittain palautuva takaraajahalvaus ja virtsaamisky-
vyn heikkeneminen seka akuutti painolasku. Oireet vaistyivat tai vahintdan lievenivat selkedasti pai-
vistd muutamaan viikkoon valisena aikana. Selkdydinvauriomallissa kuolleisuus liittyi padasiassa
nukutuksen tai operaation aikaisiin komplikaatioihin. Selkdydinvauriokokeiden seuranta-aika vaih-
teli kuudesta tunnista yhdeksaan viikkoon.

PK

Farmakokineettisissa kokeissa, joissa eldimille ei tehty kirurgista operaatiota kaytettiin 1072 rottaa
ja 1007 hiirta. Tehdyissa kokeissa kuoli tai lopetettiin lopetuskriteerien perusteella 40 rottaa. Kuol-
leisuus liittyi muihin kuin itse ladkkeeseen tai laakintaan liittyviin tekijoihin (esim. kasvaimet,
huono liikkuminen tms.). Seuranta-ajat farmakokineettisissa kokeissa vaihtelivat viidesta minuu-
tista kolmeenkymmeneenkahteen paivaan.

Kokeissa, joissa ei aiheutettu aivo- tai selkdydinvauriota, mutta tehtiin kirurgista ladkkeenannoste-
lua joko kerta-antona tai minipumpuilla kdytettiin 235 rottaa ja 414 hiirta. Kirurgiaa vaativa ope-
raatio tehtiin 402 rotalle ja 27 rottaa toimi terveina verrokkeina. Tehdyissa kokeissa kuoli 7 rottaa
ja 13 hiirta ja lopetuskriteerien perusteella lopetettiin 8 rottaa. Kuolleisuus liittyi padasiassa nuku-
tuksen aikaisiin komplikaatioihin tai |ddkeaihioiden annosteluun. Seuranta-ajat kokeissa, joissa laa-
keannostelu suoritetiin kirurgisesti vaihtelivat 15 minuutista neljagankymmeneenyhdeksaan pai-
vaan.

Ei haittaa (non-recovery) tyyppisiin kokeisiin kdytettiin 240 rottaa. Nama kokeet olivat paasaantoi-
sesti kuvantamiskokeita (MRI).

Trakeostomia-harjoittelu

Trakeostomia-operaatiossa jalan laskimo ja valtimo (v. and a. femoralis) kanyloitiin naytteenke-
raysta (verikaasut) ja ladkeaineinfuusiota (lihasrelaksantti) varten. Henkitorveen asetettiin hengi-



tysputki kirurgisesti ventilaattoria varten. Eldimia kuvannettiin 10 min — 1 h, jonka jdlkeen ne lope-
tettiin valittdmasti ilman herattamistd. Eldimet olivat anestesiassa koko operaation ja kuvantami-
sen ajan ja niiden elintoimintoja, kuten ruumiinlamp6a ja hengitystiheytta seurattiin jatkuvasti.

Perifeerinen verenkiertohairio

Alaraajaiskemian mallissa kudoksen hapenpuute (iskemia) indusoitiin kirurgisesti eldimen takaraa-
jan luurankolihaskudokseen sulkemalla ja katkaisemalla joko reisivaltimo, tai vaihtoehtoisesti reisi-
valtimo ja — laskimo yhdessa. Suonten ymparille solmittiin kaksi paria ligatuuria sulamattomasta
langasta, ja parien valiin jadvalta matkalta poistettiin noin 5 mm:n pituinen patka suonta. Suonen
katkaisemisella varmistettiin, ettei suoni paassyt nopeasti uudelleenkanavoitumaan.

Alaraajaiskemia kokeiden kesto vaihteli seitsemasta kahteenkymmeneen kahdeksaan padivaan.

Valo- ja danihoito aivotraumamallissa

Hiirille annettiin valo- ja ddnihoitoa. Koeasetelmassa aivotraumalle altistetut koe-eldimet asetettiin
yksittain virikkeettomissa hakeissa valo- ja danildahteelld varustettuun kammioon, jossa eldimet
pystyivat vapaasti liikkkumaan. Eldimet saivat valo- ja danihoitoa 1 tunnin paivittdin yhteensa 21
vuorokauden ajan.

3. 3R-mahdollisuudet

Kaytetyt eldainmaarat ovat pitkalti koe-asetelmasta riippuvia. Kokeita suunnitellessa on haettu ta-
sapainoa mahdollisimman pienten ryhmakokojen ja tilastollisesti merkitsevien elainmaarien valilla
siten, ettd kaikki tarvittavat verrokkiryhmat kuitenkin otetaan mukaan kokeisiin. Eldinmaaraarviot
tutkimusmalleissa pohjautuvat validaatio-kokeisiin, joiden tarkoituksena on ollut varmistaa mallin
toistettavuus, kuolleisuusprosentti sekda mahdolliset muut kokeen kannalta kriittiset tekijat.

Kokeissa tyoskenteleva henkilokunta on koulutettua. Ennen paasya eldintyohon tyontekijat pereh-
dytetaan yrityksen toimintatapoihin. Jokainen operaation tekija on suorittanut nayton kustakin
kirurgisesta tekniikasta harjoittelujakson paatteeksi. Vain hyvaksytysti ndyton suorittaneet voivat
operoida eldimia kokeissa. Harjoittelu aloitetaan lopetetuilla eldaimilla ja kun tekniset taidot katso-
taan riittaviksi vastuulaborantin toimesta, siirrytdan harjoittelemaan elavilla nukutetuilla eldaimilla,
jotka lopetetaan valittémasti operaation jalkeen ennen herdaamista. Kun kirurgiset taidot ovat riit-
tavat, ndytto suoritetaan pilottikokeelle, jossa eldimet jatetaan henkiin lyhyeksi ajaksi (kahdesta
pdivasta noin viikkoon), jotta mallin toimivuus kyseisen operoijan tekemana voidaan varmistaa.
Kullekin tekniikalle on maaratty oma vastuulaboranttinsa. Lisaksi kaikki eldintyota tekevat teknikot
ja tutkijat osallistuvat vuosittain yrityksen jarjestamaan eldinten hyvinvointikoulutukseen, jonka
teema vaihtelee vuosittain.

Kokeissa samaa eldintad seurataan useassa aikapisteessa niin kdyttdaytymistesteissa kuin kuvantami-
sessa, jolloin tarvittava eldinmaara pienenee. Pre-testien avulla taataan, etta kokeisiin otetaan mu-
kaan vain fyysisesti niihin sopivia eldimia, jolloin ryhmien vertailu jalkikateen on luotettavampaa
(esimerkiksi aivohalvaustutkimuksissa jatettiin kokeiden ulkopuolelle yksittdisia eldimia, joilla ha-
vaittiin pre-testeissa epanormaalia kdytosta tai fyysisia poikkeamia. Lopetuksen jalkeen ndiden
eldinten kohdalla todettiin aivojen olleen epamuodostuneet eli eldimet ovat olleet ns. vesipaita).



Eldinten vointia seurataan leikkauksen jalkeen kahdesti pdivassa vahintdaan 48 tunnin ajan, eldimen
kunnon niin vaatiessa kauempaankin. Varsinkin selkdydinvauriokokeissa eldimia voidaan tarvitta-
essa seurata tihennetysti koko kokeen keston ajan. Nadissa kokeissa kahdesti pdivassa tehtava seu-
ranta lopetetaan, kun eldimet pystyvat virtsaamaan itsendisesti, eikd manuaalista rakon tyhjen-
nysta enaa tarvita. Eldimia tarkkaillaan myds mm. painonpudotuksen osalta ja jos paino putoaa
alle lopetuskriteeripainon tukitoimista huolimatta, eldimet lopetetaan. Malleille on olemassa sel-
keat mallikohtaiset lopetuskriteerit, joita padivitetdan saadun kokemuksen perusteella.

Eldimia pidetdaan paasaantoisesti ryhmahakeissa, jolloin niilla on jatkuvasti tarjolla lajitovereiden
seuraa. Poikkeuksen muodostavat laskimo/valtimoportti-operoidut eldimet, joita ei voida pitaa
ryhmissa. Portteja pyritdan kayttamaan useita kertoja kokeen aikana toistuvissa i.v.-ladkinndissa
tai pitkien infuusioiden aikana, jolloin suonensisdisen ladkinndn vaatiman pistamisen ja kiinnipita-
misen sijaan lddkinta voidaan tehda hyvin helposti ja kivuttomasti portin kautta.

Kokeissa kaytettava kuivike on vaihdettu luvan voimassaoloaikana haapahakkeesta maissikuivik-
keeseen, koska maissikuivikkeen imukyky on haapahaketta parempi ja se myos pdlydaa vahemman.
Kuivikkeenvaihdon myota hakkienvaihtovalia on voitu pidentaa ja ndin ollen eldinten stressia silta
osin vahentaa. Samalla eldintenhoitajien aikaa on vapautunut muihin tukitoimiin hakinvaihtojen
sijasta.

Tutkimusmallikohtaiset tukitoimet ja 3R

Aivohalvaus

Eldimia pidetaan [ampdmatolla operaation jalkeen, jotta kehonlampd pysyy normaalina nukutuk-
sesta toipumisen ajan. Kipuldakintaa ei tilapaisessa aivohalvausmallissa kdyteta sen aiheuttaman
korkean kuolleisuuden vuoksi seka rotilla etta hiirilla. Lahtokohtaisesti kaikissa malleissa kaytetaan
joko NSAID tai opioidipohjaisia kipuldadkkeita ja aivohalvausmallissa paadyttiin opioidipohjaiseen
siitd syysta, ettd NSAIDt vaikuttavat itse kehittyvaan vaurioon. Opioidien kanssa havaitsimme sel-
kedn aivoverenvuototaipumuksen, jota ei normaalisti nde ilman niita. Kokemukset perustuvat kol-
meen erilliseen kokeeseen, joissa kuolleisuus oli 30-50 %, kun se muuten mallissa on 10-20 %.

Nesteytys ja tukiruokinta (pehmitetty ruoka) on tarkea aivohalvausmallissa, jossa eldinten paino
voi pudota alkuun rajusti. Huonokuntoisille eldimille voidaan annostella pehmitettya rehua myds
oraalisesti ruiskulla oma-aloitteisen sydomisen kannustamiseksi. Painonseurantaa jatketaan koko
kokeen ajan. Tarvittaessa eldimia voidaan eristaa yksittaishakkiin tukihoidon tehostamiseksi.

Aivohalvausmalleissa rottakanta vaihdettiin Sprague Dawleysta Wistariin. Syy vaihtoon oli mallissa
lisaantynyt hajonta, jonka seurauksena eldinkantaa vaihdettiin ja havaittiin sen johtavan yhdenmu-
kaisempiin vaurioihin. Samaan aikaan rottakannan vaihdon kanssa validoitiin kdytettavaksi kaupal-
linen silikonipaallysteinen siima/lanka aiemmin kaytossa olleiden, itse valmistettujen siimojen si-
jalle. Silikonipaallysteiseen siimaan vaihtamalla pystyttiin minimoimaan mahdolliset siimasta joh-
tuvat suonen sisdiset vauriot.

Aivotrauma

Eldimia pidetaan [ampomatolla operaation jalkeen, jotta kehonlampd pysyy normaalina nukutuk-
sesta toipumisen ajan. Aivotrauma mallissa kipuldakintaa jatketaan tavallisesti 48 tuntia operaa-
tion jalkeen. Seuranta-ajan ollessa lyhyempi, kipuldakinta tehtiin viimeisen kerran joko lopetusta
edeltdvana iltana tai samana aamuna kuin lopetukset.



Nesteytys ja tukiruokinta (pehmitetty ruoka), aivotraumamallissa pehmennetyn rehun sy6ttoa
ruiskulla ei ole tarpeen tehda eldinten aivohalvausmallia paremman kunnon vuoksi. Eldinten pai-
noa seurataan paivittdin koko kokeen ajan.

Aivoverenvuoto

Eldimia pidetdaan [ampdmatolla operaation jalkeen, jotta kehonlampo pysyy normaalina nukutuk-
sesta toipumisen ajan. Aivoverenvuotomallissa kipuldakintaa jatketaan tavallisesti 48 tuntia ope-

raation jalkeen. Seuranta-ajan ollessa lyhyempi viimeinen kipulddke annettiin joko lopetusta edel-
tavana iltana tai lopetuspdivan aamulla.

Nesteytys ja tukiruokinta (pehmitetty ruoka), aivoverenvuotomallissa pehmennetyn rehun syottda
ruiskulla ei ole tarpeen tehda eldinten aivohalvausmallia paremman kunnon vuoksi. Eldinten pai-
noa seurataan paivittdin koko kokeen ajan.

Selkdydinvaurio

Selkaydinvauriomallissa rotat totutetaan kasittelyyn ennen operaatiota, jotta niita olisi helppo ka-
sitelld tukihoidon aikana. Eldinten totuttaminen kasittelyyn vahentaa eldimen kokemaa stressia
tukihoidon ja mahdollisen virtsarakon manuaalisen tyhjennyksen aikana. Selkaydinvauriomallissa
kipulddkintaa jatketaan tavallisesti 48 tuntia operaation jalkeen. Seuranta-ajan ollessa lyhyempi
kipuladke annettiin viimeisen kerran lopetusta edeltavana iltana tai lopetuspaivan aamuna.

Eldimia pidetdaan [ampomatolla operaation jalkeen, jotta kehonlampo pysyy normaalina nukutuk-
sesta toipumisen ajan.

Nesteytys ja tukiruokinta (pehmitetty ruoka), selkdaydinvauriomallissa pehmennetyn rehun syottoa
ruiskulla ei ole tarpeen tehda eldinten aivohalvausmallia paremman kunnon vuoksi. Eldinten pai-
noa seurataan paivittdin koko kokeen ajan. Tarvittaessa ja varsinkin operaatiota seuraavina pdivina
eldinten virtsarakko tyhjennetdan manuaalisesti tarvittaessa. Virtsaamisen avustamista jatketaan
niin kauan kuin se on tarpeen, tarvittaessa koko kokeen ajan. Virtsarakko tyhjennetaan kasin, siten
etta eldaimen rakkoon kohdistetaan kevyt paine. Halvaantuneille eldimille kdytetdaan maissi-haapa-
hakeseosta, mika helpottaa eldinten liikkumista hakissa.



Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kdayttomaarat ja 3R-soveltaminen
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kayttomaarat eri vakavuusluokissa

seka kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa. Katso vakavuusluokittelun kritee-
rit: asetus 564/2013 Liite 3.

Osahanke | Eldin- | Tavoitteet saavuttaminen | Eldinmaara: Vakavuusluokka: Millaista vakavin 3R-keinot: miten eldinmaaria
/ Toimen- | laji (+/-) Luvassa arvi- Luvassa arvioitu / tosiasi- | haitta oli? on voitu vahentaa tai eldinten
pide oitu / tosiasi- | allinen Oliko toistuva, mal- | hyvinvointia parantaa?
allinen lista aiheutuva vai | Miten haittaa pystyttiin/pys-
satunnainen tyttaisiin jatkossa vahenta-
maan?
Osahanke | Rotta | Kaytetyt tutkimusmallit 2800/1592 Vakava/ Vakava: Haitta on Tukiruokinta ja nesteytys. Li-
1 - Aivo- toimivat odotetusti ja ko- mallista johtuva. saksi vuonna 2015 tehtiin sisai-
halvaus keista saatiin luotettavia Vakava 1477 (aivohal- nen validaatio, jossa todettiin
tuloksia. Testattujen |aa- vaus); Kohtalainen Tehdyissa kokeissa | Wistar-kannan rottien kehitta-
keainekandidaattien tehoa 88 (SHAM), 153 (ei aivo- kuoli 262 rottaa ja | van yhtenevampia oireita toi-
pystyttiin arvioimaan luo- vauriota; operaatio suori- | lopetuskriteerien sen kannan rottiin verrattuna
tettavasti. tettu, mutta vaurio ei ole perusteella lope- ja silikonipaallysteinen siimo-
syntynyt); tettiin 123 rottaa. jen vahentavan suonensisai-
lieva 29 (naiivi kontrolli = sesta vauriosta johtuvia veren-
ei operoitu, muuten samat vuotoja kallon pohjassa.
toimenpiteet kuin muilla)
Ei herdamista 30 (kirurgian
harjoittelu)
Osahanke | Hiiri Kaytetyt tutkimusmallit 800/257 Vakava/ Vakava: Haitta on Tukiruokinta ja nesteytys
1 - Aivo- toimivat odotetusti ja ko- mallista johtuva
halvaus keista saatiin luotettavia Vakava 245 (aivohalvaus);

tuloksia. Testattujen laa-
keainekandidaattien tehoa
pystyttiin arvioimaan luo-
tettavasti.

Kohtalainen 9 (ei aivovau-
riota operaatio suoritettu,
mutta vaurio ei ole synty-
nyt), lieva 4 (naivi kont-
rolli), ei herdamista 20 (ki-
rurgian harjoittelu)

Tehdyissa kokeissa
kuoli 70 hiirta ja lo-
petuskriteerien pe-
rusteella lopetet-
tiin 5 hiirta




Osahanke | Rotta | Kaytetyt tutkimusmallit 2800/333 Vakava/ Vakava: Haitta on Tukiruokinta ja nesteytys.
2 - Aivo- toimivat odotetusti ja ko- mallista johtuva Vuonna 2014 hankittu uusi
trauma keista saatiin luotettavia Vakava 282 (aivotrauma); trauma/selkdydinvauriolaite
tuloksia. Testattujen laa- Kohtalainen 50 (SHAM), ei | Tehdyissa kokeissa | validoitiin kdytt6on vaurioko-
keainekandidaattien tehoa heraamista 30 (kirurgian kuoli 19 rottaa ja kojen hajonnan vahenta-
pystyttiin arvioimaan luo- harjoittelu) lopetuskriteerei- miseksi.
tettavasti. den perusteella lo-
petettiin 1 rotta.
Osahanke | Hiiri Kaytetyt tutkimusmallit 800/464 Vakava/ Vakava: Haitta on Tukiruokinta ja nesteytys.
2 - Aivo- toimivat odotetusti ja ko- mallista johtuva Vuonna 2014 hankittu uusi
trauma keista saatiin luotettavia Vakava 319 (aivotrauma); trauma/selkdydinvauriolaite
tuloksia. Testattujen l3a- Kohtalainen 145 (SHAM), | Tehdyissa kokeissa | validoitiin kdaytt66n vaurioko-
keainekandidaattien tehoa ei heraamista 20 (kirurgian | kuoli 3 hiirtd jalo- | kojen hajonnan vahenta-
pystyttiin arvioimaan luo- harjoittelu) petuskriteereiden miseksi.
tettavasti. perusteella lope-
tettiin 2 hiirta.
Osahanke | Rotta | Kaytetyt tutkimusmallit 1800/157 Vakava/ Vakava: Haitta on Tukiruokinta ja nesteytys
3 - Aivove- toimivat odotetusti ja ko- mallista johtuva
renvuoto keista saatiin luotettavia Vakava 137 (aivoveren-
tuloksia. Testattujen laa- vuoto); Kohtalainen 20 Tehdyissa kokeissa
keainekandidaattien tehoa (SHAM) kuoli 17 rottaa ja
pystyttiin arvioimaan luo- lopetuskriteerei-
tettavasti. den perusteella lo-
petettiin 9 rottaa.
Osahanke | Rotta | Kaytetyt tutkimusmallit 2800/374 Vakava/ Vakava: Haitta on Selkaydinvauriomallissa rotille
4 - Selka- toimivat odotetusti ja ko- mallista johtuva laitetaan maissi-haapahake-
ydinvaurio keista saatiin luotettavia Vakava 321 (selkdydinvau- seosta liikkkumista helpotta-

tuloksia. Testattujen laa-
keainekandidaattien tehoa
pystyttiin arvioimaan luo-
tettavasti.

rio);

Vakava 50 (SHAM);

lieva 3 (naiivi kontrolli),

ei herdamista 30 (kirurgian
harjoittelu)

Tehdyissa kokeissa
kuoli 17 rottaa ja
lopetuskriteerei-
den perusteella lo-

petettiin 28 rottaa.

maan, tukiruokinta, nesteytys,
rakon tyhjennys manuaalisesti
(kevyt painelu) vahintaan kaksi
kertaa paivassa taudin in-
dusoinnista rakon toiminnan
normalisoitu-miseen.

Vuonna 2014 hankittu uusi
trauma/selkdydinvauriolaite
validoitiin kayttoon vaurioko-
kojen hajonnan vahenta-
miseksi.




Osahanke | Hiiri Kaytetyt tutkimusmallit 800/26 Vakava/ Vakava: Haitta on Tukiruokinta, nesteytys, rakon
4 -Selka- toimivat odotetusti ja ko- mallista johtuva tyhjennys manuaalisesti (kevyt
ydinvaurio keista saatiin luotettavia Vakava 14 (selkaydinvau- painelu) vahintaan kaksi kertaa
tuloksia. Testattujen l3a- rio); Tehdyissa kokeissa | paivassa taudin indusoinnista
keainekandidaattien tehoa Vakava 8 (SHAM); kuoli 3 hiirtda jalo- | rakon.
pystyttiin arvioimaan luo- lieva 4 (naiivi kontrolli), petuskriteereiden | toiminnan normalisoitumi-
tettavasti. ei heraamista 20 (kirur- perusteella lope- seen. Vuonna 2014 hankittu
gian harjoittelu) tettiin 3 hiirta. uusi trauma/selkadydinvaurio-
laite validoitiin kayttoon vau-
riokokojen hajonnan vahenta-
miseksi.
Farmako- | Rotta | Kaytetyt tutkimusmallit 1020 (arvio: Vakava/Lieva Lieva Rottien anestesia i.v.-ldaakin-
kineettiset toimivat odotetusti ja ko- | 10% kokonais- Tehdyissa kokeissa | nassa ja i.v.-naytteenotossa.
kokeet keista saatiin luotettavia lukumaarasta) kuoli 15 rottaa ja Laskimo/valtimoporttien
tuloksia. Testattujen laa- /1072 lopetuskriteerien kaytto toistuvissa suonensisai-
keainekandidaattien tehoa perusteella lope- sissa laakinnoissa.
pystyttiin arvioimaan luo- tettiin 25 rottaa.
tettavasti.
Farmako- | Hiiri Kaytetyt tutkimusmallit 300 (arvio:10% | Vakava/Lieva Lieva Laskimo/valtimoporttien
kineettiset toimivat odotetusti ja ko- | kokonaisluku- | (i.v. ladkinnoissa kohtalai- kadytto toistuvissa suonensisai-
kokeet keista saatiin luotettavia maarasta) nen johtuen hereilld ole- sissa laakinnoissa.
tuloksia. Testattujen 133- /1007 van eldimen kiinnipitami-
keainekandidaattien tehoa sesta putkessa)
pystyttiin arvioimaan luo-
tettavasti.
Kirurgiaa Rotta | Kaytetyt tutkimusmallit 2800/276 - Kohtalainen -
vaativa toimivat odotetusti ja ko- Tehdyissa kokeissa
ladkkeen keista saatiin luotettavia kuoli 7 rottaa ja lo-
anto ilman tuloksia. Testattujen laa- petuskriteerien pe-
aivo- tai keainekandidaattien tehoa rusteella lopetet-
selkaydin- pystyttiin arvioimaan luo- tiin 8 rottaa.

vauriota

tettavasti.




Kirurgiaa Hiiri Kaytetyt tutkimusmallit 800/384 - Kohtalainen -
vaativa toimivat odotetusti ja ko-
ladkkeen keista saatiin luotettavia Tehdyissa kokeissa
anto ilman tuloksia. Testattujen l3a- kuoli 13 hiirta.
aivo- tai keainekandidaattien tehoa
selkaydin- pystyttiin arvioimaan luo-
vauriota tettavasti.
MRI-ku- Rotta | Kaytetyt tutkimusmallit 2800/115 - Lieva -
vantami- toimivat odotetusti ja ko- | (kaikki kuvan-
nen ilman keista saatiin luotettavia tamista vaati-
kirurgiaa tuloksia. Testattujen l3a- vat kokeet luo-
keainekandidaattien tehoa | kiteltu aivohal-
pystyttiin arvioimaan luo- | vausosion alle,
tettavasti. vaikka elai-
mille ei ole in-
dusoitu aivo-
vauriota)
Trakeosto- | Rotta | Tutkimusmenetelma pys- | 20/18 Ei herdamista (eldaimet Ei herdamista (eldi- | Eldimen lopettaminen ennen
miahar- tytetty onnistuneesti. anestesiassa koko kokeen | met anestesiassa heraamista.
joittelu ajan) koko kokeen ajan)
Trakeosto- | Hiiri Tutkimusmenetelma pys- | 20/11 Ei herdamista (eldimet Ei herdamista (eldi- | Eldimen lopettaminen ennen
miahar- tytetty onnistuneesti. anestesiassa koko kokeen | met anestesiassa heradamista.
joittelu ajan) koko kokeen ajan)
Perifeeri- Rotta | Kaytetyt tutkimusmallit 10200/15 Vakava 12, Kohtalainen 3 Vakava; haitta on Vaikka tutkimus sindnsa onnis-
nen veren- toimivat odotetusti ja ko- (sham) mallista johtuva. tui suunnitelman mukaisesti,
kiertohai- keista saatiin luotettavia on jatkotutkimukset lupakau-
rié tuloksia. Testattujen laa- Tehdyissa kokeissa | den paattymisen jalkeen alka-

keainekandidaattien tehoa
pystyttiin arvioimaan luo-
tettavasti.

lopetettiin 1 rotta
lopetuskriteerien
perusteella

neella uudella lupa-kaudella
tehty eldimen hyvinvoinnin
kannalta vahemman vakavalla
mallilla. Muutokseen paadyt-
tiin mallin vakavan haitta-as-
teen takia.




Perifeeri- | Hiiri Kaytetyt tutkimusmallit 3000/71 Vakava 71 Vakava; haitta on Vaikka tutkimus sindnsa onnis-
nen veren- toimivat odotetusti ja ko- mallista johtuva. tui suunnitelman mukaisesti,
kiertohai- keista saatiin luotettavia ehdyissa kokeissa on jatkotutkimukset lupakau-
rié tuloksia. Testattujen l3a- kuoli 1 hiirta ja10 | den paattymi-sen jalkeen alka-
keainekandidaattien tehoa hiirta lopetettiin lo- | neella uudella lupa-kaudella
pystyttiin arvioimaan luo- petuskriteerien pe- | tehty eldaimen hyvinvoinnin
tettavasti. rusteella kannalta vahemman vakavalla
mallilla. Muutokseen paadyt-
tiin mallin vakavan haitta-as-
teen takia.
Valohoito | Hiiri Kaytetyt tutkimusmallit 80/61 Vakava 41; kohtalainen 20 | Vakava; haitta on
aivotrau- toimivat odotetusti ja ko- (SHAM) mallista johtuva.
massa keista saatiin luotettavia Kokeessa kuoli yksi

tuloksia. Testattujen l3a-
keainekandidaattien tehoa
pystyttiin arvioimaan luo-
tettavasti.

hiiri (SHAM)

Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kdyttamasi 3R-keinot ja pohdi, milld laajuudella keinoja voisi hyodyntaa.
ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyddyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkejd) | Hankkeessa | Omassa toiminnassa | Yleisesti sovellettava | Julkaistaan tuloksia raportoitaessa
sovellettava | sovellettava
Aikaisempi paatepiste X X - -
Lyhyempi seuranta-aika X - - -
Pesamateriaali ja kuivikkeet X - - -
Lisdlampd operoinnin jalkeen X - - -
Totuttaminen X X X -
Riittava koulutus ja perehdytys X X X -
Validaatiot ja pilotointi X X X -




3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Taytettyna korkeintaan 1-2 sivun mittainen, ks. EU-komission

ohje ja esimerkki.

Hankkeen nimi

Ladkeaineiden tehon testaaminen epilepsian ja migreenin prek-
liinisissa tautimalleissa

Hankeluvan kesto 3 vuotta

Avainsanat epilepsia, migreeni, prekliininen ladketutkimus

Hankkeen tarkoitus Perustutkimus Ei
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)

Epilepsian ja migreenin hoitoon ei ole olemassa tehokkaita laa-
keaineita. Molemmat em. taudit aiheuttavat potilaille ja heidadn
omaisilleen karsimysta ja taudeista koituu yhteiskunnalle huo-
mattavia kustannuksia. Yritys tarjoaa ladkekehitysteollisuudelle
in vivo -eldinmalleja lupaavien ladkeaineiden prekliiniseen tes-
taukseen. Tavoitteena on edesauttaa potentiaalisten ladkeai-
neiden etenemista kliinisiin kokeisiin.

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

Tavoitteena on kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja migree-
niin ja epilepsiaan. Tutkimusmallien kaytt6 edistaa myos em.
tautien mekanismien tutkimista, mikad edesauttaa uusien laak-
keiden ja [adkehoitomuotojen kehittamista.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
madrat

Rotta 1500 elidinta

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

Tutkimuksessa eldimille aiheutuu haittaa kirurgisista toimenpi-
teistd, indusoiduta sairaustilasta, annosteluista, naytteen-
otoista seka yksinpidosta seuranta-aikana. Tutkimuksen paat-
teeksi eldimet lopetetaan.

Vakavuusluokka: vakava, kohtalainen

3R-menetelmien soveltaminen

Application of the 3Rs

1. Korvaaminen

Miksi eldaimia on kaytettava tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

1. Replacement

In vitro -mallit migreenin ja epilepsian tutkimiseksi ovat hyvin
rajalliset johtuen taudin moniuloitteisuudesta, kasittden her-
moverkkojen yhteistoiminnan eri aivoalueiden valilla seka kes-
kushermostoon liittyvan patologian. Uusien ladkkeiden todel-
lista tehoa tai vastetta seka turvallisuutta voidaan tutkia luotet-
tavasti vain koe-eldinmalleissa ennen kliinisia kokeita. Myos-
kdan tietokonepohjaiset simulaatiot epilepsian ja migreenin
tutkimuksessa eivat ole mahdollisia johtuen taudin mekanis-
mien monimutkaisuudesta.



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf

2. Vahentdminen

Kuinka on varmistettu, ettd elai-
mid kdytetadn mahdollisimman
vahan?

2. Reduction

Koeasetelmat on standardoituja ja niiden kdyton pohjana on
perusteellinen mallien validointityd. Validointityolld varmiste-
taan etta koe-eldainmalli kayttaytyy mallille kuuluvalla tavalla ja
antaa oikeanlaisen tautivasteen. Koeasetelmissa ryhman sisai-
nen variaatio minimoidaan mallivalidaatiotyo6ll3, joka maaritte-
lee tilastollisesti tarvittavat ryhmakoot (voima-analyysi) ja joka
maarittaa koe-eldinten kayton maaran kussakin koeasetel-
massa. Perusteellisen validaatiotyon ja tilastollisen voima-ana-
lyysin perusteella voidaan luotettavasti ennustaa soveltuvat
ryhmakoot, jotka minimoivat eldinten kayton alimpaan mah-
dolliseen ilman etta koeasetelman tilastollinen voima vaaran-
tuu.

3. Parantaminen

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

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

3. Refinement

Suurin osa epilepsian ja migreenin eldinmalleista on kehitetty
jyrsijoissa, etenkin rotissa. Jyrsijoissa havaitut taudin mekanis-
mit, vasteet nykyisille ladkkeille ja eldinten kaytén maara suh-
teessa saatavaan informaatioon ladkeaineen tehosta ja turvalli-
suudesta ovat hyvat. Alemmilla selkdrankaisilla tai in vitro -me-
netelmin ei voida saada samanlaista tietoa uusien ladkeainei-
den tehosta, koska kyseiset menetelmat eivat ole standardoi-
tuja eivatka yleisesti hyvaksyttyja ja kdytettyja. Taman lisdksi
naistda menetelmista ei ole saatavissa tietoa talla hetkella kay-
tettyjen ladkeaineiden vasteista, joita voitaisiin kayttaa verrat-
taessa uusista ladkeaineista saatavia tuloksia. Yksinpidon ai-
heuttamaa haittaa pienennetaan virikkeiden avulla.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN
Saapumispvm: 12.2.2018, tarkennukset 29.5.2018.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli testata uusien kehitettdvien ladkeaineiden tehoa epilepsian ja migreenin
kokeellisissa eldginmalleissa rotilla. Tavoitteena oli edesauttaa potentiaalisten ladkeaineiden etene-
mista kliinisiin kokeisiin potilailla. Kdytetyt mallit ovat tieteellisessa yhteisdssa ja kirjallisuudessa laa-
jasti hyvaksyttyja ja kdytettyja toistettavuutensa ja ennustettavuutensa vuoksi.

‘ 2. Millaista haittaa?

Tutkimuksessa eldimille aiheutui haittaa kirurgisista toimenpiteistd, indusoiduista sairaustiloista,
annosteluista, ndytteenotoista seka yksinpidosta seuranta-aikana. Tutkimuksen padatteeksi eldgimet
lopetettiin. Lopetuksen yhteydessa kerattiin kudosnaytteita.

Epilepsia

Osahankkeessa 1 tavoitteena oli tutkia ladkeaineiden vaikutusta epilepsiatautimallissa, jossa rotille
aiheutettiin kemiallisesti epilepsiakohtauksia. Ladkeaineiden vaikutusta epilepsiakohtauksiin arvi-
oitiin seuraamalla eldimen kayttaytymista, epilepsiakohtausten voimakkuutta, kestoa ja maaraa




seurantajakson aikana. Kirurgisia menetelmia kokeessa ei kaytetty lainkaan. Lisaksi Iadkeaineiden
tehoa epilepsiamallissa tutkittiin rotan terminaalindytteista. Ndista menetelmista ja mittauksista
eldimille aiheutui vahaista haittaa. Sen sijaan eldimille aiheutui vakavaa haittaa epileptisista koh-
tauksista, joista osa oli luonteeltaan hyvin voimakkaita (eldimen kaatuilu, pyoriminen). Epilepsian
tutkimusmalleissa on kirjallisuuden mukaan todettu joissakin tutkimuksissa huomattavaa kuollei-
suutta (20-80%) tutkimusmallista riippuen. Tassa hankkeessa todettiin n. 30% kuolleisuus, mika on
suunnilleen samaa luokkaa kuin mita on aikaisemmin havaittu.

Migreeni

Osahankkeessa 2 tavoitteena oli tutkia ladkeaineiden vaikutusta migreenimallissa, jossa rotille an-
nosteltiin tutkittavia ladkeaineita eripituisia jaksoja ja sen jalkeen aiheutettiin nukutuksessa mig-
reenikohtauksia joko kemiallisesti tai sahkoisesti. Ladkeaineiden vaikutusta kohtausten voimak-
kuuteen, taajuuteen ja kestoon mitattiin elektrofysiologisilla mittauksilla nukutuksen aikana. Li-
saksi lddkeaineiden tehoa migreenimallissa tutkittiin rotan terminaalindytteista (esim. aivot, aivo-
kalvo, plasmanaytteet). Tutkimuksessa aiheutui haittaa lahinna laadkintdan liittyvista sivuvaikutuk-
sista, joiden takia muutamia eldimia jouduttiin lopettamaan tai Ioydettiin kuolleena ldadkinnan ku-
luessa. Koska lddkeaineet ovat viela kehitysvaiheessa, ei niiden turvallisuudesta olla varmaa tietoa.
My0s tulokset ladkeaineiden haitallisista sivuvaikutuksista ovat tarkeita |lddkekehitystyossa, ja
nama raportoidaan eteenpain asiakkaille. Ladkintaan kuolleiden eldinten lisdksi yksittaisia eldimia
menehtyi nukutuksen aikana migreenimittauksissa anestesiaan liittyvissa komplikaatioissa. Muu-
ten toimenpiteista ei aiheutunut ladkinnan lisaksi muuta haittaa, koska kaikki migreenimittauksiin-
mittauksiin liittyvat toimenpiteet suoritettiin nukutuksessa.

3. 3R-mahdollisuudet

Kaytetyt eldainmaarat ovat pitkalti koe-asetelmasta riippuvia. Kokeita suunnitellessa on haettu ta-
sapainoa mahdollisimman pienten ryhmakokojen ja tilastollisesti merkitsevien eldginmaarien valilla
siten, etta kaikki tarvittavat verrokkiryhmat kuitenkin otetaan mukaan kokeisiin. Eldinmaaraarviot
tutkimusmalleissa pohjautuvat validaatio-kokeisiin, joiden tarkoituksena on ollut varmistaa mallin
toistettavuus, kuolleisuusprosentti seka mahdolliset muut kokeen kannalta kriittiset tekijat.

Kokeissa tyoskenteleva henkilékunta on koulutettua. Ennen paasya elaintyohon tyontekijat pereh-
dytetaan yrityksen toimintatapoihin. Lisdksi kaikki eldintyota tekevat teknikot ja tutkijat osallistu-
vat vuosittain yrityksen jarjestamaan eldinten hyvinvointikoulutukseen, jonka teema vaihtelee
vuosittain. Malleihin liittyvid lopetuskriteereja kdydaan lapi henkilokunnan kanssa.

Eldimia pidetadn pdasaantoisesti ryhmahakeissa, jolloin niilla on jatkuvasti tarjolla lajitovereiden
seuraa. Kokeissa kadytettava kuivike on vaihdettu luvan voimassaoloaikana haapahakkeesta maissi-
kuivikkeeseen, koska maissikuivikkeen imukyky on haapahaketta parempi ja se myos polyaa va-
hemman. Kuivikkeenvaihdon myo6ta hakkienvaihtovalia on voitu pidentda ja ndin ollen eldinten
stressia silta osin vahentaa. Samalla eldintenhoitajien aikaa on vapautunut muihin tukitoimiin ha-
kinvaihtojen sijasta.

Epilepsiaosahankkeessa ei itse kuolleisuuden maaraa ole pystytty vahentamaan. Kuolleisuus on
suunnilleen samalla tasolla kirjallisuudessa havaittavan kuolleisuuden kanssa. Tavoitteena on kui-
tenkin ollut saavuttaa tutkimuksen tieteellinen tavoite mahdollisimman pienelld kuolleisuudella.
Sen sijaan tarkkojen lopetuskriteerien avulla pyritdan ehkdisemaan eldimelle aiheutuvia haittoja.



Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kayttomaarat ja 3R-soveltaminen
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kayttomaarat eri vakavuusluokissa seka
kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa. Katso vakavuusluokittelun kriteerit: ase-

tus 564/2013 Liite 3.

Osahanke / | Eldin- | Tavoitteet Elainmaara: Vakavuus- Millaista vakavin haitta 3R-keinot: miten eldainmaaria on voitu vahen-

Toimenpide | laji saavuttami- Luvassa arvioitu | luokka: oli? taa tai eldinten hyvinvointia parantaa?
nen / tosiasiallinen | Luvassa arvioitu | Oliko toistuva, mallista ai- | Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jatkossa
(+/-) / tosiasiallinen | heutuva vai satunnainen vahentamaan?

Epilepsia Rotta | Kaytetyt eldin- | 750/255 Vakava/Vakava | Epilepsia osahankkeessa Eldinten hyvinvointia epilepsiamalleihin liitty-
mallit toimivat 255 ei kaytetty kirurgisia me- vassa tutkimuksessa voidaan jatkossa pyrkia

odotetusti ja
antoivat luo-
tettavia tulok-
sia ladkeainei-
den tehokkuu-
desta.

netelmia lddkeaineiden
annostelussa. ltse ladkeai-
neiden annostelua ja epi-
lepsian indusointi onnistui
hyvin.

Vakavin haitta aiheutui
mallin indusoinnista johtu-
vista epilepsiakohtauk-
sista. Malliin liittyi korkeaa
kuolleisuutta. Eldimia
kuoli kohtauksiin tai niita
jouduttiin lopettamaan
lilan voimakkaiden koh-
tausten takia n. 30% (92
elainta).

edelleen parantamaan usealla eri tavalla (Lid-
ster et al. 2016: Opportunities for improving
animal welfare in rodent models of epilepsy
and seizures. J. Neuroscience Meth. 260:2-25).
Tallaisia keinoja ovat esim. eldinkantoihin,
eldinten toimittajaan, ikdan ja sukupuoleen
liittyvan variaation vahentaminen; tutkimuk-
sen kdytannon toimenpiteiden suorittamisen
suunnittelu siten, etta tutkimuksen tieteelli-
nen tavoite saavutetaan mahdollisimman al-
haisella malliin liittyvalla kuolleisuudella; lope-
tuskriteerien tarkka lapikdaynti henkildkunnan
kanssa siten, etta kaikki tietavat tarkasti, mil-
loin elain taytyy lopettaa; epilepsian indusointi
eldainkohtaisesti kasvavalla annoksella, sen si-
jaan, etta kaikille eldimille annosteltaisiin sama
annos — herkat eldimet sadstyvat yliannok-
selta.




Migreeni

Rotta

Kaytetyt eldin-
mallit toimivat
odotetusti ja
antoivat luo-
tettavia tulok-
sia ladkeainei-
den tehokkuu-
desta.

750/559

Kohtalainen/

ei toipumista -
lieva (eldin
unessa, ei
komplikaatioita,
ladkkeen annos-
telu 3 viikkoa —
5 min ennen
mittausta: 547
eldinta;

eldin kuollut
mittauksen ai-
kana anestesi-
assa: 5 eldint3;
eldin kuollut 13-
kintajakson ai-
kana: 3 eldinta)
yhteensa 555
eldinta.

vakava (elin lo-
petettu ladk-
keen haittavai-
kutusten takia)
4 eldinta.

Eldimille annosteltiin tut-
kittavia ladkeaineita eripi-
tuisia jaksoja ja sen jal-
keen aiheutettiin nukutuk-
sessa migreenikohtauksia
joko kemiallisesti tai sah-
koisesti. Myos varsinaiset
migreeni-mittaukset suori-
tettiin eldimen ollessa
anestesiassa. Anestesian
aikana suoritetusta mig-
reenin indusoinnista tai
varsinaisista mittauksista
ei eldimelle aiheudu suu-
rempaan haittaa.

Vakavin haitta kohdistui
elaimiin, jotka jouduttiin
lopettamaan ladkeannos-
telun sivuvaikutusten ta-
kia tai loydettiin kuolleena
migreenimittausta edelta-
van ladkintajakson aikana.

Ladkeaineiden turvallisuuteen liittyen pyritdaan
asiakkaalta saamaan kaikki mahdollinen tieto,
jolla voidaan vahentaa ladkkeen annosteluun
liittyvia mahdollisia eldimen hyvinvointia vaa-
rantavia tekijoita.

Kun operointi ja mittaukset tehdaan nukutuk-
sessa, eldimelle ei aiheudu néista nukutusta
suurempaa haittaa.




Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kdyttamasi 3R-keinot ja pohdi, milla laajuudella keinoja voisi hyodyntaa.
ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyodyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkejd) | Hankkeessa | Omassa toiminnassa | Yleisesti sovellettava Julkaistaan tuloksia raportoitaessa
sovellettava | sovellettava

Aikaisempi paatepiste X X X -

Riittava koulutus ja perehdytys erityi- | x X -

sesti lopetuskriteereihin liittyen

Validaatiot ja pilotointi

Ladkeaineiden turvallisuuteen liitty-
vien tietojen saaminen yhteistyo-
kumppaneilta




3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Téytettyna korkeintaan 1-2 sivun mittainen, ks. EU-komission

ohje ja esimerkki.

Hankkeen nimi

Aivoverenkiertohdirididen hoito soluterapialla, ladkkeilla ja
kuntoutuksella

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

aivoverenkiertohdiriot, iskeeminen kudostuho, toiminnallinen
kuntoutuminen, hoito

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla

Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla,Ei
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)

Vaeston ikddntyessa keskushermoston sairaudet kuten erilaiset
aivoverenkiertoon liittyvat ongelmat lisdantyvat ja niiden mer-
kitys jokapaivaista elamaa vaikeuttavana tekijana korostuu.
Tassa hankkeessa kehitetdaan hoitoja, joilla voidaan estaa tai lie-
vittaa iskeemista kudosvauriota ja tehostaa toiminnallista kun-
toutumista (mm. soluterapia, ladkehoito, kuntoutus) aivoveri-
suonitukoksen jalkeen.

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

Uusilla hoidoilla voidaan parantaa aivoverenkiertohairidista
karsivien potilaiden elamanlaatua ja vahentaa kalliin erikoislai-
toshoidon ja kuntoutuksen tarvetta.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
madrat

Rotta 900, hiiri 150 eldinta

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

Tutkimuksessa eldimille aiheutuu haittaa aivoverenkiertohai-
rion aiheuttamisesta, tutkittavien aineiden annosteluista, mo-
torisista testeista ja kuvantamisista. Kokeen jalkeen eldimet lo-
petetaan histologiaa ja kudosmaarityksia varten.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen

Application of the 3Rs

1. Korvaaminen

Miksi eldimia on kaytettava tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

1. Replacement

Sensorimotoristen ja kognitiivisten toimintojen tutkiminen ei
ole mahdollista in vitro -menetelmilla tai kehitystasoltaan
alemmilla eldimilla.

2. Vahentaminen

Kuinka on varmistettu, etta elai-
mia kaytetadn mahdollisimman
vahan?

2. Reduction

Voima-analyysilld on varmistettu pienin mahdollinen eldin-
maara, jolla saadaan tilastollisesti merkitsevia eroja ryhmien
valille (yleensa 10-15 eldinta per ryhma).

3. Parantaminen
a) Perusteet eldinlajin valinnalle.

3. Refinement
a) Rotan aivoverenkierto tunnetaan hyvin ja se vastaa ihmisen
aivoverenkiertoa. Rotan sensorimotoristen ja kognitiivisten



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf

b) Miksi valittu eldinmalli on pa- toimintojen arviointi huomattavasti luotettavampaa ja hel-

ras tieteellisten tavoitteiden kan- pompaa kuin esimerkiksi hiiren.

nalta? b) Tassa hankkeessa kdytetyt kokeelliset mallit mallintavat hy-
c) Miten eldimille aiheutettu vin ihmisen aivoverenkiertohairioita (mm. pysyva tukos,
haitta on tarkoitus minimoida? ohimeneva tukos).

c) Kaikki invasiiviset toimenpiteet tehdaan eldgimen ollessa nu-
kutuksessa. Toimenpiteiden jalkeen huolehditaan asianmu-
kaisesta kivunlievityksesta. Eldinten painonkehitysta ja hy-
vinvointia seurataan saanndllisesti.

Hankkeesta ei tehd3 / tehdiin KYLLA
takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN
Saapumispvm: 14.2.2018, tarkennukset 4.6.2018.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli kehittda aivoverenkiertohairidihin (AVH) hoitoja joko estamalla akuuttia
solukuolemaa (osahanke 1) tai edistamalla toiminnallista kuntoutumista (osahanke 2).

Varsinaisia solukuoleman estokokeita (osahanke 1) ei hankkeen aikana ollut. Yhdessa vaitoskirja-
tyon viimeistelyssa kaytettiin siimamallia ja suurehkossa Horizon2020 —hankkeessa pysyvaa tukos-
mallia. Molemmissa saavutettiin tavoitteet.

Siimamallissa (ohimeneva aivovaltimon tukos) verenkierto palautuu ja sitd voidaan kayttaa tutkit-
taessa solujen kulkeutumista iskeemiseen aivokudokseen ja veriaivoesteen lapi. Sen ongelmana on
kuitenkin massiivinen kudostuho, joka ei ole kliinisesti relevantti (Corbett et al., 2017). Tama olikin
syyna, ettd Horizon2020 —hankkeessa paadyttiin toiseen iskemiamalliin. Pysyvan kudosmallin
etuna on myos se, ettei eldimen paino putoa operaation jalkeen ja kaiken kaikkiaan hyvinvointion-
gelmia on vahemman.

2. Millaista haittaa?

Ohimeneva aivovaltimon tukos:

- kokeet eivat varsinaisia neuroprotektiotutkimuksia ja kipuldaakitys annettiin ennen ja jalkeen ope-
raation, seuranta-aika max 3 vrk, MRI-kuvaus, kuvattua diabetesta ei aiheutettu

- tyypillista ko mallille on vakava painonmenetys ensimmaisten vuorokausien aikana, tasta syysta
tukiruokinta ja tarvittaessa vatsaontelon sisdisesti keittosuola

- haitat olivat tiedossa, eldimia ei jouduttu lopettamaan huonon kunnon vuoksi osin johtuen lyhy-
esta seurannasta

Pysyva aivovaltimon tukos:

- osa eldimista kaytettiin mallin validointiin ja operaatioharjoitteluun

- kipulaakitys annettiin ennen ja jalkeen operaation

- elaimilla ei merkittdvaa painonmenetystd, osalla eldimista leikkaushaava avautui ja ne paikattiin

- seurannan aikana eldimilla 2x MRI, 3x verindyte ja useita kdyttaytymistesteja, joten kertyva haitta
kohtalainen



- muutama eldin hylattiin kokeesta koska eivat oppineet kayttaytymistesteja tai aiheutettu leesio
oli pieni/suuri (paatetty ennen koetta), lopetuskriteerien perusteella ei hylatty eldimia

- eldinten operaatiossa odotettua suurempi kuolleisuus, joka tasoittui leikkausten edetessa, ei ai-
heuttanut hyvinvointiongelmia

- yllatyksena tuli 2 eldimelle etuhampaiden kasvu, jotka leikattiin

3. 3R-mahdollisuudet

Motorista tai kognitiivista kuntoutumista aivoiskemian jalkeen voidaan tutkia ainoastaan eldimilla.
Kuitenkin edelleen on epéaselvaa, miksi niin monet eldinmalleissa Ioydetyt mekanismit/ldakeaineet
eivat toimi potilailla.

Koeasetelmiin ja malleihin liittyvia ohjeistuksia on julkaistu lukuisia. Suunta on varmasti oikea, luo-
tettavammat kokeelliset mallit vahentavat eldinkokeiden maaraa. Aikaisemmin paljon kaytetysta
siimamallista (tMCAOQ) ollaan vahitellen luopumassa ja erityisesti tdhan malliin liittyvat hyvinvointi-
ongelmat vahenevat.

Uusissa malleissa eldinten valista variaatiota leesion koossa ja paikassa voidaan paremmin kontrol-
loida, mika tarkoittaa pienempia ryhmakokoja. Toisaalta tatd on myos kritisoitu, koska mennaan
yha kauemmas kliinisesta hyvin heterogeenisesta potilasaineistosta.

Kansainvalinen yhteistyo ja tutkimusmateriaalin entista tehokkaampi kaytto ja avoimuus varmasti-
kin lisddvat eldimista saadun tiedon hyédynnettavyytta.

Muuta Taulukko 2. Hankkeessa sovellettava ja Omassa toiminnassa sovellettava ero epaselva




Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kayttomaarat ja 3R-soveltaminen

Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kayttémaarat eri vakavuusluokissa seka
kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa.

Osahanke / | Eldin- | Tavoitteet Eldinmaara: | Vakavuusluokka: Erityista aiheutettuun haittaan liit- | 3R-keinot: miten elainmaaria
Toimenpide | l3ji saavuttami- Luvassa ar- | Luvassa arvioitu / tosiasi- | tyen: esim. on voitu vahentaa tai eldinten
nen vioitu / to- | allinen satunnainen / toistuva, hyvinvointia parantaa?
(+/-) siasiallinen saatu vahenemaan/ loppumaan 3R-
keinoin

Osahanke rotta | tavoitteet saa- | 900/57 vakava/oma arvio kohta- kipulaakitys annettu ennen ja jal- osahankkeen kokeet tyypiltdaan
2/ohime- vutettu lainen: keen operaation, eldimilla akuutti ai- | “exploratory” jolloin eldinmaa-
neva aivo- Paan traumaan verrat- voturvotus, silmien rahmiminen ja rat voivat olla pienia, ko. mal-
valtimon tu- tuna: ohimeneva aivovalti- | voimakas painon lasku (15% 3 vrk), lista ollaan siirtymadssa pois, jol-
kos mon tukos ja paan trauma | halvausoireet jyrsijoilla lyhytaikaisia, | loin hyvinvointiongelmat toden-

johtavat akuuttiin aivotur- | lyhyen seurannan (max 3 vrk) ja te- nakoisesti vahenevat

votuk-seen, ko. iske- hokkaan kipuldakityksen perusteella

miamallissa lisdaksi vakava | vakavuusluokka kohtalainen

painonmenetys johtuen

todennakdisesti a. externa

carotiksen katkai-susta,

muuten komplikaatiot hy-

vin samanlaisia.
Osahanke rotta | tavoitteet saa- | 900/190 vakava/oma arvio kohta- kipuldaakitys annettu ennen ja jal- malliin ei liity painonmenetysts,
2/ vutettu lainen keen operaation, eldaimilla akuutti ai- | voima-analyysin perusteella mi-
pysyva aivo- Pysyva aivovaltimon tukos | voturvotus, leikkausalueen turvotus | nimoitu eldinmaarat
valtimon tu- ja paan trauma johtavat ja silmien rahmiminen, halvausoireet
kos akuuttiin aivoturvotuk- lievid ja ohimenevia, vakavuusluokka

seen, komplikaatiot hyvin
samanlaisia, mm. silmien
rahmiminen.

kohtalainen perustuen tehokkaa-
seen kipuldakitykseen, eldinten totu-
tukseen testeihin ja kaasuanestesian
kdyttoon kuvauksissa ja verindyttei-
den otossa.




Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kdayttamasi 3R-keinot ja pohdi, milla laajuudella keinoja voisi hyodyntaa.
ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyédyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkeja)

Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Kayttaytymistestien vahentaminen

Lyhyempi seuranta-aika

Pesamateriaali

Lisdlampo operoinnin jalkeen

Totuttaminen

Postoperatiivinen kivunpoisto

Voima-analyysi

XXX [X|X|X]|X

XX | X | X |[X

XXX |[X]|X

XX | X | X |[X




3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Taytettyna korkeintaan 1-2 sivun mittainen, ks. EU-komission

ohje ja esimerkki.

Hankkeen nimi

Neuropatia- ja opioidilaakityksen uudet tehostamismahdolli-
suudet

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

morfiinianalgesia, neuropatia, glia

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla
Translaatio- tai soveltava tutkimus Ei
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)

Tutkimussarjassa selvitetaan uusia mahdollisuuksia hoitaa her-
movaurion aiheuttamaa kipua seka estaa morfiinin kaltaisille ki-
puladkkeille kehittyvaa kipuherkkyyden lisaantymista ja tole-
ranssia eli vaikutuksen vahenemista pitkaan jatkuvan annoste-
lun yhteydessa.

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

Hankkeen tavoitteena on ymmartaa keskushermoston tasolla
tapahtuvaa varo- ja suojajarjestelmissa tapahtuvaa herkisty-
mista seka arvioida taman tiedon pohjalta kehitettavien uusien
hoitomuotojen toimivuutta.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
madrat

Rotta 1600 ja hiiri 350 eldinta

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

Eldimille aiheutuu haittaa kipumalleihin liittyvasta kirurgiasta,
itse hermovauriosta, kayttaytymiskokeista seka annosteluista.
Eldimet lopetetaan kokeen lopussa.

Vakavuusluokat: kohtalainen ja vakava

3R-menetelmien soveltaminen

Application of the 3Rs

1. Korvaaminen

Miksi eldimia on kadytettava tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kdyttaa?

1. Replacement

Nosiseptio ja kipu ovat hermoverkoston kokonaisvaltaisia vas-
teita, joita pystyy tutkimaan vain elavalla organismilla, jonka
kayttaytymista pystytdan seuraamaan.

2. Vahentdminen

Kuinka on varmistettu, ettd elai-
mid kdytetadn mahdollisimman
vahan?

2. Reduction

Eldinten maaran vahentamiseen on pyritty kokeiden huolelli-
sella suunnittelulla ja tehokkaiden koejarjestelyjen kaytolla. Sa-
moja eldimia kaytetaan toistetusti (maksimissaan kolmesti) sil-
loin kun kokeesta aiheutuu hyvin vahaista haittaa eldimelle

3. Parantaminen

a) Perusteet eldinlajin valinnalle.
b) Miksi valittu eldinmalli on pa-

ras tieteellisten tavoitteiden kan-
nalta?

3. Refinement

a) Rotta ja hiiri soveltuvat hyvin kadyttaytymiskoetutkimuksiin.
b) Hiirelld ja rotalla on myds yhtenevyytta ihmisen kanssa ja ne
ovat kaytannollisid suhteessa tutkimusasetelmiin. c) Kokeissa
kdytetdan ensisijaisesti malleja, joissa tutkitaan spontaania
vaistbheijastetta nosiseptiiviselle arsykkeelle.



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf

c) Miten eldimille aiheutettu -
haitta on tarkoitus minimoida?

Hankkeesta ei tehd3 / tehdiin KYLLA
takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 22.2.2018

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Tutkimussarjan 1. osahankkeessa selvitettiin uusia mahdollisuuksia hoitaa hermovaurion aiheutta-
maa kipua. Hankkeen tavoitteena oli ymmartaa keskushermoston tasolla tapahtuvaa varo- ja suo-
jajarjestelmissa tapahtuvaa herkistymista seka arvioida taman tiedon pohjalta kehitettavien uusien
hoitomuotojen toimivuutta. Erityisesti SNI-malli osoittautui hyvaksi mekaanista hermovauriota
tutkittaessa.

Osahankkeessa 2 tutkittiin aineiden vaikutuksia akuuteissa kayttaytymismalleissa vadistamisheijas-
teisiin. Mallit soveltuvat hyvin kipuldadkkeiden tutkimiseen koe-eldimilla.

Osahankkeessa 3 tutkittiin aineiden vaikutuksia opioiditoleranssin syntyyn ja ilmenemiseen. Mallit
soveltuvat hyvin tahan tutkimukseen.

2. Millaista haittaa?

Eldimille aiheutui haittaa kipumalleihin liittyvasta kirurgiasta, itse hermovauriosta, kayttaytymisko-
keista seka annosteluista. Eldimet lopetettiin kokeen lopussa.

SNI-mallin onnistumisprosentti on parempi kuin SNL-mallin. Lisaksi SNI-mallissa operaatiosta ai-
heutuva kudosvaurio on pienempi kuin SNL-mallissa ja siten SNI-malli soveltuu paremmin poik-
keustapauksia lukuun ottamatta mekaanisen hermovaurion tutkimiseen.

Streptozotosin- ja oxaliplatiinimalleissa eldimet eivat voineet hyvin mika nakyi mm. vahaisena pai-
non nousuna.

3. 3R-mahdollisuudet

Korvaaminen
Nosiseptio ja kipu ovat hermoverkoston kokonaisvaltaisia vasteita, joita pystyy tutkimaan vain eld-
valla organismilla, jonka kayttaytymista pystytdan seuraamaan.

Vahentdaminen

Eldinten maardan vahentamiseen on pyritty kokeiden huolellisella suunnittelulla ja tehokkaiden
koejarjestelyjen kaytolla. Samoja eldimia kaytettiin toistetusti (maksimissaan kolmesti) silloin kun
kokeesta aiheutui hyvin vahaista haittaa eldgimelle (osahanke 2).



Parantaminen
a) Rotta ja hiiri soveltuvat hyvin kayttaytymiskoetutkimuksiin.
b) Hiirelld ja rotalla on my6s yhtenevyyttad ihmisen kanssa ja ne ovat kdytannollisia suhteessa tutki-

musasetelmiin.
c) Kokeissa kdytetdaan ensisijaisesti malleja, joissa tutkitaan spontaania vaistoheijastetta nosiseptii-

viselle arsykkeelle.



Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kdayttomaarat ja 3R-soveltaminen
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kdayttomaarat eri vakavuusluokissa

sekd kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa. Katso vakavuusluokittelun kri-
teerit: asetus 564/2013 Liite 3.

Osahanke / | Eldinlaji | Tavoitteet | Eldinmaara: | Vakavuusluokka: Millaista vakavin haitta oli? | 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu va-
Toimen- saavuttami- | Luvassa arvi- | Luvassa arvioitu / | Oliko toistuva, mallista aiheu- | hent&a tai eldinten hyvinvointia paran-
pide nen oitu / tosiasi- | tosiasiallinen tuva vai satunnainen taa?

(+/-) allinen Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jat-

kossa vahentamaan?

1/neuropa- | rotta Tavoitteet 500/426 Vakava/ SNL-mallin operaatioon liittyy | Korvataan SNL-malli SNI-mallilla.
tiamallit saavutet- Vakava: SNL-, suurempi haittariski (suu- Olemme luopuneet oxaliplatin- ja strepto-

tiin. SNI- oxaliplatiini- ja rempi kudosvaurio) kuin SNI- | zotosin malleista

mallissa on- streptozotosin- malliin.

nistumis- malleissa 246 SNL-mallien jalkeen osa eldi-

prosentti eldinta mistd voi huonosti ja sen

parempi Kohtalainen: ed. vuoksi lopetettiin. Hyvin har-

kuin SNL - kontrollieldimet 82 | voin motorinen heikkous tas-

mallissa eldinta suissa.

Kohtalainen: SNI- Oxaliplatin- ja streptozotosin-
malli 98 eldinta malleissa vahadinen painon
nousu

2/akuutit rotta Tavoitteet 500/300 Kohtalainen/ - -
kokeet savutettiin Kohtalainen tai

hyvin lieva
3/opioidi- | rottaja | Tavoitteet 600/385 Kohtalainen/Kohta- | - -
toleranssi hiiri savutettiin 150/33 lainen tai lieva

hyvin




Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kayttamasi 3R-keinot ja pohdi, milld laajuudella keinoja voisi hyodyntaa.
ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyodyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkeja)

Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Aikaisempi paatepiste

Lyhyempi seuranta-aika

Pesamateriaali

Lisalampo operoinnin jalkeen

Totuttaminen

X | X | X

X[ X | X

X | X | X




3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Taytettyna korkeintaan 1-2 sivun mittainen, ks. EU-komission

ohje ja esimerkki.

Hankkeen nimi

Ladkeaineiden tehon testaaminen psykiatristen sairauksien
prekliinisissa tautimalleissa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Skitsofrenia, autismi, psykiatriset sairaudet, prekliininen ladke-
tutkimus

Hankkeen tarkoitus

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

Ympadristonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai 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 hoidolliset
tarpeet)

Psykiatristen tautien kuten esim. skitsofrenian ja autismin hoi-
toon ei ole aina olemassa tehokkaita ldadkeaineita. Psykiatrisista
taudeista aiheuttaa potilaille ja heidan omaisilleen karsimysta
ja taudeista koituu yhteiskunnalle huomattavia kustannuksia.
Yritys tarjoaa ladkekehitysteollisuudelle in vivo -eldinmalleja lu-
paavien lddkeaineiden prekliiniseen testaukseen. Tavoitteena
on edesauttaa potentiaalisten ladkeaineiden etenemista kliini-
siin kokeisiin.

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

Tavoitteena on kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja eri psy-
kiatrisiin tauteihin. Tutkimusmallien kaytto edistda myos psyki-
atristen tautien mekanismien tutkimista, mikad edesauttaa uu-
sien ladkkeiden ja ladkehoitomuotojen kehittamista.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
madrat

Hiiri, 2 400; rotta, 2 400 eldinta

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

Eldimille aiheutuu haittaa tautitilan indusoinnista, tutkittavien
aineiden annosteluista, verindytteiden otosta, kuvantamisista
seka kayttaytymistesteista. Eldimet lopetetaan kokeen paatyt-
tya.

Vakavuusluokat: kohtalainen, vakava

3R-menetelmien soveltaminen

Application of the 3Rs

1. Korvaaminen

Miksi eldimia on kadytettdva tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

1. Replacement

In vitro -mallit psykiatristen tautien tutkimiseksi ovat hyvin ra-
jalliset johtuen tautien moniuloitteisuudesta. Uusien ladkkei-
den todellista tehoa tai vastetta seka turvallisuutta voidaan tut-
kia luotettavasti vain koe-eldinmalleissa ennen kliinisia kokeita.
Myoskaan tietokonepohjaiset simulaatiot psykiatristen tautien
tutkimuksessa eivat ole mahdollisia johtuen taudin mekanis-
mien monimutkaisuudesta.



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf

2. Vahentaminen 2. Reduction

Kuinka on varmistettu, etta eldi- | Koeasetelmat on standardoituja ja niiden kayton pohjana on
mid kdytetadn mahdollisimman perusteellinen mallien validointityd. Validointityolld varmiste-
vahan? taan etta koe-eldainmalli kayttaytyy mallille kuuluvalla tavalla ja
antaa oikeanlaisen tautivasteen. Tilastollisesti tarvittavat ryh-
makoot madritetdaan voima-analyysilla.

3. Parantaminen 3. Refinement

a) Perusteet eldinlajin valinnalle. | Suuri osa psykiatristen tautien eldinmalleista on kehitetty jyrsi-
b) Miksi valittu eldinmalli on pa- | joissa. Jyrsijoissa havaitut taudin mekanismit, vasteet nykyisille
ras tieteellisten tavoitteiden kan- | ladkkeille ja eldinten kdyton maara suhteessa saatavaan infor-
nalta? maatioon ladkeaineen tehosta ja turvallisuudesta ovat hyvat.
c) Miten eldimille aiheutettu Alemmilla selkdrankaisilla tai in vitro -menetelmin ei voida
haitta on tarkoitus minimoida? saada samanlaista tietoa uusien ladkeaineiden tehosta, koska
kyseiset menetelmat eivat ole standardoituja eivatka yleisesti
hyvaksyttyja ja kdytettyja. Taman lisdksi ndistd menetelmista ei
ole saatavissa tietoa talla hetkella kaytettyjen ladkeaineiden
vasteista, joita voitaisiin kdyttaa verrattaessa uusista lddkeai-
neista saatavia tuloksia.

Hankkeesta ei tehdi / tehdain KYLLA
takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 24.11.2017, tadydennys 8.12.2017 ja 29.5.2018.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja eri psykiatrisiin tauteihin eli edes-
auttaa potentiaalisten ladkeaineiden etenemista kliinisiin kokeisiin. Toisena tavoitteena oli kehittaa
itse tutkimusmallien kayttoa, mika edesauttaa uusien ladkkeiden ja ladkehoitomuotojen kehittamista.
Tutkimusmallit toimivat odotetusti ja niiden avulla voitiin arvioida luotettavasti testattujen ladkeai-
nekandidaattien tehoa.

Oman validaatiotydn osalta saavutettiin my0s tavoitteet: kehitettyja menetelmia ja tutkimusmalleja
voidaan kadyttda varsinaisessa ladkekehitystyodssa yhdessa asiakkaiden kanssa. Kaytettavat eldin- ja
tutkimusmallit soveltuvat tahan tutkimukseen.

2. Millaista haittaa?

Hanke oli jaettu neljdan osahankkeeseen, joiden vakavuusluokat oli arvioitu joko kohtalaiseksi (osa-
hankkeet 1 ja 4) tai vakavaksi (osahankkeet 2 ja 3). Kokonaisuudessa hankkeessa kaytettiin suunnitel-
tuun nahden vahan eldimia (588/2400 hiirta; 0/2400 rottaa). Esim. osahankkeessa 1 ei kdytetty elai-
mia lainkaan. My0ds hankkeessa kuvattuja vakavuusluokkaan vakava kuuluvia tutkimuksia oli kulu-
neella lupakaudella vahan. Esim. sdhkoiskujen kayttoad opitun avuttomuuden testissa seka LPS-annos-
teluja ei lupakauden aikana tehty yhdessdkaan tutkimuksessa.

Eldimille suoritettiin seuraavia toimenpiteitd: osahanke 1: ei kokeita; osahanke 2: tehotutkimus -
eldinten laakinta ja testaus pakotetussa uintitestissa (FST); osahanke 3: validaatiotutkimus - eldinten
testaus sosiaalisen kanssakdymisen testissa (ei 1dakintaa) ja tehotutkimus - eldinten 1dakinta, testaus



toistetun alistamisen aiheuttaman stressin testissa seka kayttaytymistestien suorittaminen; osahanke
4: tehotutkimus - [ddkeaineen annostelu, stimulantin annostelu aktiivisuusmittaus, ja lopetus. Osa-
hankkeiden 2 ja 3 osalta vakavuusluokkaa on tiputettu osassa tutkimuksia luokkaan kohtalainen (Osa-
hanke 2) tai lieva (Osahanke 3).

Osahankkeen 3 osiossa Social defeat —testi arvioitu ja tosiasiallinen vakavuusluokka olivat molemmat
vakavia. Toimenpiteista aiheutuva haitta oli odotusten mukainen. Haittaa aiheutui erityisesti testihiir-
ten altistusjaksoista aggressorihiirille (osahanke 3). Kuolleisuus tappeluvammojen takia oli n. 9% testi-
hiirissa. Eldaimet jouduttiin lopettamaan tappeluvammojen takia. Vammautumisen mahdollisuus tap-
peluvammojen takia oli tiedossa kokeen suunnitteluvaiheessa. Muissa osahankkeissa ei havaittu kuol-
leisuutta tai mitaan muita yllatyksia.

‘ 3. 3R-mahdollisuudet

Hankkeiden suunnittelussa on otettu huomioon tutkimusmalleihin liittyva aikaisempi tuotekehitys-
tyo. Tuotekehitystydn pohjalta testiryhmien koko on pyritty minimoimaan samalla kuitenkin turvaten
riittava ryhmakoko tilastollisen merkitsevyyden saamiseksi.

Osassa validaatiotutkimuksisa keskityttiin vakavuusluokaltaan lievien tutkimusmallien kuten sosiaali-
sen kanssakdaymiseen liittyvien testien kehittamiseen. Tama osaltaan vahensi myds eldimille aiheutu-
vaa haittaa.

Social defeat —testissa (Osahanke 3) tappeluvammoja pyrittiin ehkdisemaan lyhentamalla aggressori-
hiirten hampaat saannoéllisesti vammojen vakavuuden ehkadisemiseksi. Tarvittaessa tappelualtistusta-
pahtumaa lyhennettiin tai jopa keskeytettiin vammojen vakavuuden ehkadisemiseksi. Syntyneita tap-
peluvammoja hoidettiin olemassa olevan ohjeistuksen mukaisesti karsimysten vahentamiseksi ja tar-
vittaessa tappeluvammojen ollessa vakavia, eldin lopetettiin.



Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kayttomaarat ja 3R-soveltaminen
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kayttomaarat eri vakavuusluokissa seka
kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa. Katso vakavuusluokittelun kri-teerit:

asetus 564/2013 Liite 3.

Osahanke / | Eldinlaji | Tavoitteet Eldinmaara: Vakavuusluokka: | Millaista vakavin haitta oli? 3R-keinot: miten eldinmaaria
Toimen- saavuttami- Luvassa arvioitu / | Luvassa arvioitu / | Oliko toistuva, mallista aiheutuva on voitu vahentaa tai eldinten
pide nen tosiasiallinen tosiasiallinen vai satunnainen hyvinvointia parantaa?

(+/-) Miten haittaa pystyttiin/pys-
tyttaisiin jatkossa vahenta-
maan?

Osahanke 1 | - - Arvio: 600 hiirtd/ Arvio: kohtalai- - Osahankkeen 1 tutkimuksia ei
600 rottaa nen ollut.
Osahanke 2 | hiiri + (mallit toi- | Arvio: 600 hiirta/ Arvio: vakava / Haitta odotetun mukainen: Eldin- Osahankkeen 2 tutkimuksia
mivat odote- | 600 rottaa tosiasiallinen: ten ladkinta tutkittavilla aineilla ja | suoritettu lupakaudella vahan.
tusti). Tosiasiallinen: 77 kohtalainen testaus pakotetussa uittotestissa Testiryhmien koko pyritty mi-
hiirta / O rottaa (FST) nimoimaan aikaisempien tutki-
mustulosten pohjalta.
Osahanke 3 | hiiri Validaatiotut- | Arvio: 600 hiirtd/ Arvio: vakava / Haitta odotetun mukainen (osa- Osahankkeen 3 tutkimuksia

kimus suori-
tettu proto-
kollan mukai-
sesti (+). Tu-
loksia on kay-
tetty mene-
telmien kehi-
tystyossa (+).
Menetelmaa
voidaan kayt-
taa asiakas-
tutkimuksissa

(+).

600 rottaa

Tosiasiallinen: 85

hiirta / O rottaa

tosiasiallinen:
lieva — 85 hiirta

hankkeessa kuvatut menetelmat
vakavuustasoltaan eri tasoisia):
Eldinten testaus sosiaalisen kanssa-
kdaymisen testissa vakavuudeltaan
vahainen, ei ladkintaa. Lopetus. So-
siaalisen kanssakdaymisen testissa
kaksi toisilleen vierasta hiirta on
laitettu samaan tilaan siten, etta
niillda on mahdollista lahestya ja
haistella toista hiirtd, mutta mah-
dollisuutta fyysiseen tappeluun ei
ole. Hiirten sosiaaliseen kanssa-
kdaymiseen kulunutta aikaa tutki-
taan.

suoritettu lupakaudella vahan.
Validaatiotutkimuksessa keski-
tytty sosiaalisen kanssakaymi-
sen testin kehittamiseen




Osahanke 3

hiiri

+ (mallit toi-
mivat odote-
tusti).

Arvio: 600 hiirta/
600 rottaa
Tosiasiallinen: 451
hiirta / O rottaa

Arvio: vakava /
tosiasiallinen: va-
kava — 451 hiirta
Vakavuusluokka
on madritetty va-
kavaksi kaikille
tassa osahank-
keessa kaytetyille
eldimille.
Vakavuusarvio
perustuu toiste-
tun alistamisen
aiheuttamaan
stressiin eldimille
(alistusjakson ko-
konaiskesto 2
viikkoa).

N. 9% eldimista
jouduttiin lopet-
tamaan tappelu-
vammojen takia
ja osalle eldimista
aiheutui vahai-
sempia vaurioita.
Taman lisaksi
elaimia laakittiin
ja niille suoritet-
tiin kayttaytymis-
testeja.

Haitta odotetun mukainen: Eldin-
ten testaus toistetun alistamisen
aiheuttaman stressin testissa, 1aa-
keaineen annostelu, kayttaytymis-
testit, lopetus. Lopetus tappelu-
vammojen takia oli n. 9% testihii-
rissa (tutkimus 1: 0/36; tutkimus 2:
11/86 kpl). Eldimet jouduttu lopet-
tamaan tappeluvammojen takia.
Vammautumisen mahdollisuus tap-
pelu-vammojen takia oli tiedossa.
Toistetussa alistamisessa tutkimus-
hiiri joutuu noin kahden viikon ajan
10 min ajaksi suoraan fyysiseen
kanssa-kdaymiseen vanhemman ja
suuremman hiiren kanssa. Session
aikana hiirten tappeluun kulunutta
aikaa seurataan. Muun ajan tutki-
mushiiri on samassa hakissa vah-
vemman hiiren kotihakissa |a-
pindkyvan ja rei’itetyn valiseinan
takana. Kahden viikon altistusjak-
son jdlkeen stressaantuneen hiiren
suoriutumista kayttaytymis-tes-
teissa tutkittiin laakehoidon ollessa
paalla.

Tappeluvammoja on pyritty

ehkdisemaan seuraavasti:

- aggressorihiirten hampaat
lyhennetty saanndllisesti
vammojen vakavuuden eh-
kdisemiseksi

- tappelualtistustapahtumaa
tarvittaessa lyhennetty tai
tapahtuma keskeytetty
vammojen vakavuuden eh-
kdisemiseksi

- tappeluvammoja hoidettu
ohjeistuksen mukaisesti

- tappeluvammojen ollessa
vakavia, eldin lopetettu




Osahanke 4 | hiiri + (mallit toi-
mivat odote-

tusti).

Arvio: 600
hiirtd/600 rottaa
Tosiasiallinen: 137
hiirta / O rottaa

Arvio: kohtalai-
nen / tosiasialli-
nen: kohtalainen
— 137 hiirta

Haitta odotetun mukainen: Ladke-
aineen annostelu, stimulantin an-
nostelu aktiivisuusmittaus, ja lope-
tus.

Eldimille annosteltiin psykostimu-
lanttia ja stimulantin aiheuttamaan
aktiivisuuden muutosta tutkittiin
aktiivisuusmittauksella ladkehoidon
ollessa paalla.

Osahankkeen 4 tutkimuksia
suoritettu lupakaudella vahan.
Testiryhmien koko pyritty mi-
nimoimaan aikaisempien tutki-
mustulosten pohjalta

Lautakunta pyysi erityisesti kertomaan kokemuksista sahkoiskujen kaytosta opitun avuttomuuden testissa, social defeat testistd sekd LPS-annostelujen
vaikutuksesta. Sahkoiskujen kaytdsta opitun avuttomuuden testissa seka LPS-annostelujen vaikutuksesta voidaan todeta, etta kyseisia testeja ei ole
lupakauden aikana tehty yhdessakaan tutkimuksessa. Social defeat —testin osalta kokemukset on kuvattu Osahankkeen 3 kohdassa.

Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kdyttamasi 3R-keinot ja pohdi, milla laajuudella keinoja voisi hyodyntaa.
ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyddyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

jen ehkaisy ja minimointi: hampaiden
lyhentaminen saannodllisesti, tapahtu-
man lyhentaminen tai keskeyttami-
nen tarvittaessa, haavojen hoito,
eladinten lopetus tarvittaessa

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkejd) | Hankkeessa Omassa toiminnassa | Yleisesti sovellettava | Julkaistaan tuloksia raportoitaessa
sovellettava sovellettava

Mallivalidaatio ryhmakokoanalyysia X X X -

varten

Social defeat —testi: tappeluvammo- X X X X
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ohje ja esimerkki.

3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Tiytettyni korkeintaan 1-2 sivun mittainen, ks. EU-komission

Hankkeen nimi

Silmasairaus- ja silmalaakitystutkimus

Hankeluvan kesto

kolme vuotta

Avainsanat

silmaladke, imeytyminen, ndakévamma, sokeus

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

Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

Useat silmasairaudet tuhoavat hitaasti ja ldhes oireettomasti
nakokykyyn tarvittavia silman rakenteita aiheuttaen naon heik-
kenemista ja sokeutta. Monien silmdsairauksien etenemista
voidaan hidastaa, mutta usein ndkokyky on jo vaurioitunut en-
nen potilaan hakeutumista hoitoon. Valitettavasti myohaisessa
sairauden toteamisvaiheessa parantavaa hoitoa on erittdin har-
voin tarjolla. Suomessa n. 80 000 ja maailmanlaajuisesti 180
miljoonaa ihmista on nakdvammaisia. Tutkimuksessa selvite-
taan seka uusien ladkevalmisteiden ettd jo olemassa olevien sil-
malaakkeiden ja muiden hoitomenetelmien tehoa. Lisaksi selvi-
tetdan silmasairauksien synty- ja etenemismekanismeja.

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

Uudet silmaladkkeet seka hoito- ja tutkimusmenetelmat autta-
vat sdilyttamaan ihmisten jokapadivdisessa arjessa tarvittavaa
nakokykya ja estda sokeutumista. Tutkimuksista on hyotya
my0s vastaavia silmasairauksia sairastaville eldimille. Hankkeen
tutkimukset auttavat myos vahentamaan eldinkokeita.

Kaytettavat eldinlajit ja elain-
maarat

Hiiri, 4310; rotta, 2930; kaniini, 930 eldinta

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

Suurin osa tutkimuksista on ladkeainetutkimuksia, joissa elai-
mille annostellaan erilaisia uusia tai jo kdytdssa olevia ladkeai-
neita silmadan tai verenkiertoon. Muutamassa toimenpiteessa
eldimille aiheutetaan nakbvamma, johon pyritaan |6ytamaan
sairauteen tehoavia ladkeaineita ja/tai uusi hoitomenetelma.
Naon heikentyminen tai sokeutuminen ei yleensa aiheuta elai-
melle kipua. Laakitys ja hoitotoimenpiteet eivat aiheuta kipua.
Kipua aiheuttavat toimenpiteet tehdaan nukutuksessa. Jotkin
ladkeaineet saattavat aiheuttaa silman punoitusta ja hiekan
tunnetta silmassa. Eldimet lopetetaan tutkimuksen paatyttya.

Vakavuusluokat: lieva, kohtalainen, vakava



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf

3R-menetelmien soveltaminen

Application of the 3Rs

1. Korvaaminen

Miksi eldimia on kaytettava tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

1. Replacement

Kaikki hankkeessa testattavat ladkkeet ja |adkeaineet on ensin
testattu laboratorioissa soluviljelykokeilla. Ladkkeiden farmako-
kinetiikka silmassa simuloidaan tietokoneen avulla, mika auttaa
vahentdmaan ja suuntaamaan eldinkokeita.

Jotta uudet lddkkeet seka tutkimus- ja hoitomenetelmat voi-
daan hyvaksya kliiniseen kayttoon, tarvitaan eldinkokeita. Sil-
massa on sellaisia fysiologisia prosesseja, joita ei voi soluvilje-
lylla tutkia. Osa hankkeen tutkimuksista tahtaa sellaisten uu-
sien silmalaakkeiden tutkimusmenetelmiin, mitka vahentaisivat
eldinten kayttoa hankkeissa.

2. Vahentaminen

Kuinka on varmistettu, etta eldi-
mia kdytetadan mahdollisimman
vahan?

2. Reduction

Koe-eldintyot suunnitellaan siten, etta tarvetta koesarjojen
toistamiselle ei olisi. Lisaksi tutkimuksissa kaytetaan lahes aina
koe-eldimen toista silmaa kontrollina, joka vahentaa tilastolli-
sesti analysoitaessa kaytettavien koe-eldinten maaraa. Jos
toista silmaa ei voida pitaa kontrollina, pyritaan kokeet suunnit-
telemaan siten, etta kontrollieldimista saatuja tuloksia voidaan
kayttaa hyvaksi useissa hankkeen osakokeissa. Vankan farma-
kokineettisen tutkimuskokemuksen vuoksi, kdytettavat eldin-
maarat pystytdan arvioimaan tarkkaan.

3. Parantaminen

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

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

3. Refinement

a) Kokeissa kaytetdaan eldaimia, joiden silman rakenne ja toi-
minta vastaavat mahdollisimman hyvin ihmisen silmaa. Pienista
nisdkkaista hiiren, rotan ja kanin silmat soveltuvat parhaiten sil-
matutkimukseen.

b) Kyseiset kokeelliset mallit tutkitusti mallittavat hyvin ihmi-
sissa esiintyvid vakavia silmasairauksia.

¢) Kipua aiheuttavat toimenpiteet tehdaan eldimen ollessa nu-
kutuksessa. Kivunlievityksesta huolehditaan seka toimenpiteen
aikana etta sen jalkeen. Eldinten vointia kontrolloidaan sdan-
nollisesti. Noninvasiivisia menetelmia esim. kuvantaminen kay-
tetaan mahdollisimman paljon.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA

TIEDOT TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 23.5.2018.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteina oli selvittdaa seka uusien ladkevalmisteiden etta jo olemassa olevien silmaldaakkeiden
ja muiden hoitomenetelmien tehoa. Lisaksi tutkittiin silmasairauksien synty- ja etenemismekanismeja.

Hanke koostui kahdeksasta eri osahankkeesta, joista eldint6ita tehtiin neljassa osahankkeessa.



OSAHANKE 1. Glaukoomatutkimus

Eldinmalli, jossa glaukooma indusoidaan eldimelle, oli jo aikaisemmin kehitetty. Kuitenkin sairauden moni-
muotoisuuden vuoksi (glaukoomaa useita erilaisia) mallin tutkimusta jatkettiin, jotta pystyttiin osoitta-
maan varmuudella indusoidun sairauden vaikutukset silmassa. Tutkimustemme mukaan kyseinen malli
soveltuu erittdin hyvin mallittamaan glaukoomaa, jonka aiheuttaa silman etukammionesteen vaihtumisen
ongelmat (etukammioneste ei paase pois etukammiosta).

OSAHANKE 4. Verkkokalvon ikdrappeuman kuivan muodon tutkimus

Hankkeessa ei indusoitu eldimille sairautta. Muutamassa hoitotoimenpiteessa kaytettiin laseria. Osahanke
sisdlsi mm. yhden hiirikannan tuotannon seka yllapidon. Tutkittiin tdman hiirikannan soveltuvuutta ja
kayttoa sairauden mallittamisessa. Koska kyseessa oli sairauden tutkiminen, eldimia padasiassa lopetettiin
eri ikdisind morfologisiin ja immunologisiin tutkimuksiin. Eldimille ei siis tehty juuri mitaan toimenpiteita,
ainoastaan muutamasta eldimesta otettiin kuvantamistutkimuksia. Tutkimuksissa on kdynyt ilmi, etta ky-
seinen hiirikanta mallittaa hyvin sairauden verkkokalvolle aiheuttamaa kroonista tulehdusta ja morfologi-
sia muutoksia.

OSAHANKE 7. Ladkeaineiden imeytyminen ja kuljetus: farmakokineettiset, silma-arsytys ja ladketutki-
mukset

Osahankkeessa kaytettiin terveita eldimia ladketutkimuksissa. Tutkittavat ladkkeet/ladkevalmisteet an-
nosteltiin silmatippoina tai injektioina (lasiaiseen tai verkkokalvon alle). Seuranta-ajat olivat muutamasta
minuutista useisiin kuukausiin. Koko tutkimusaikana ei tutkimuksissa tullut esille sellaista valmistetta, joka
olisi aiheuttanut eldimelle akuutin tai kroonisen tulehdusreaktion silmaan tai osoittautunut toksiseksi. Ta-
ten ryhmamme in vitro- ja in silico —tutkimukset ennen in vivo —tutkimuksia osoittautuivat onnistuneiksi.

OSAHANKE 8. Sarveiskalvon uudissuonittuminen

Mallin pystyttdminen ja optimointi. Eldinmalli mallittaa hyvin sarveiskalvon uudissuonittumista, joka ai-
heutuu esim. jonkun emaéksisen aineen raiskdhtamisesta silmaan.

| 2. Millaista haittaa?

Takautuvan arvioinnin peruste oli Osahanke 2 ”“Sokeritaudin aiheuttaman verkkokalvosairauden tutkimi-
nen (diabeettinen retinopatia)”. Kyseistd osahanketta ei aktivoitu hankkeen voimassaoloaikana.

Aktiivisissa osahankkeissa (1, 4, 7 ja 8) toimenpiteet onnistuivat hyvin. Silmdinjektioista johtuvia infekti-
oita ei esiintynyt. Eldimille ei aiheutunut sairauden indusoinnista tai toimenpiteista sellaisia reaktioita, joi-
hin emme etukateen olisi osanneet varautua. Siten etukadteen arvioimamme haitat ja mahdolliset ongel-
mat oli kuvattu kattavasti hankehakemuksessa.

Osahankkeessa 1 lopetettiin sairaana nelja rottaa. Sairauksille ei |0ydetty selitysta. Yksi tapaus luokiteltiin
luokkaan SV4 (vakava). Lopetuksessa tapahtui inhimillinen virhe ja on mahdollista, etta eldin hetkellisesti
(muutamia sekunteja) koki vakavaa kipua.

Osahankkeessa 8 lopetettiin yksi rotta hengitysvaikeuksien vuoksi. Syy hengitysvaikeuksiin tuntematon.

Osahankkeessa 7 jouduttiin lopettamaan kaksi kania ja kolme rottaa lopetuskriteereiden perusteella. Ka-
neilla oli silmdvauriot, jotka eivat olleet aiheutuneet toimenpiteistd tai tehtdvista tutkimuksista. Yhdelta
rotalta loytyi verkkokalvokasvain, joka oli satunnaisloydds. Kaksi muuta lopetusta liittyivat myos satunnai-
siin silmavaurioihin, jotka saattoivat liittya tutkimuksiin.



3. 3R-mahdollisuudet

Kayttamamme lddkeaineet on ennen eldinkokeita testattu solu- ja kudoskokeilla (in vitro ja ex vivo)

tai kirjallisuudesta on saatu riittava tieto mm. toksisuudesta, lddkkeen/yhdisteen soluunottosta ja la-
paisevyysominaisuuksista solukalvon ja/tai irrotetun kudoksen lapi. Selkeasti toksiset ja tehottomat ai-
neet karsiutuvat pois jo tassa vaiheessa. Lisdksi joukosta karsiutuvat myos ne lddkeaineet, jotka sinallaan
on voitu todistaa tehokkaiksi in vitro- ja ex vivo -kokeissa, mutta timanhetkisen tiedon mukaan laakeai-
netta ei pystyttdisi saamaan silmaan terapeuttisissa pitoisuuksissa.

Jo olemassa olevien tietokonemallien avulla simuloitiin 1adkkeiden kulkeutumista ja vaikutuksia silmassa.
Mallit ottavat huomioon kokonaisia kudoksia ja silman fysiologiaa (mm. nestevirtaukset) ja nédin ollen
ennustavat tilannetta elintasolla toisin kuin soluviljely.

Oletuksemme oli, ettd in vitro -kokeiden ja tietokonepohjaisten mallinnusten perusteella, todennakaoisyys
silmaa arsyttavien ladkkeiden in vivo- vaiheeseen paasysta on vahdinen. Oletuksemme osoittautui oike-
aksi. Yksikaan tutkimamme ladkeaine tai ladkeformulaatio ei aiheuttanut eldimille sellaista arsytysta, mika
olisi ollut normaali tutkimusmenetelmilla havaittavissa ja nain ollen mahdollisesti kliinisesti relevantti.

Farmakokineettisissa tutkimuksissa pyrimme kayttamaan mahdollisimman paljon laakeseoksia, jolloin
kaytettavien eldinten maara vaheni, kun jokaiselle yksittdiselle ladkkeelle ei tarvinnut omaa eldinryhmaa.
Koesarjoissa kaytettiin tarvittaessa koe-eldaimen toista silmaa kontrollina, joka vahensi tilastollisesti
analysoitaessa kaytettavien koe-eldinten maara. Terveilla eldimilla tehdyissa farmakokineettisissa tutki-
muksissa ei usein ollut tarvetta kontrollisilmille, jolloin eldimen molempiin silmiin voitiin annostella tutkit-
tava aine ja taten kaytetty eldinmaara kyseisessa kokeessa puolittui.

Sairauden etenemis- ja mekanismitutkimukset tehtiin [ahes yksinomaan eldinmallilla, jolle kehittyi tutkit-
tava sairaus ilman erillista sairauden indusointia. Eldimille tehtiin hyvin vdahan luvanvaraisia toimenpiteita
ja nekin olivat vakavuudeltaan lievia. Hankkeessa tutkimiimme silmdsairauksiin ei ole kdytettavissa eldin-
kokeita korvaavia solu- tai kudosviljelymenetelmia, vaikka niiden avulla voidaan eldinkokeita suunnata.

Hankkeen voimassaoloaikana muutimme kaytantoja liittyen koe-eldintydskentelyyn. Nykyaan suunnit-
teilla olevat eldinkokeet, kdydaan lapi tiimissa, johon kuuluu useita henkil6ita. Suunnitelmista kysytdaan
tarvittaessa lisatietoa vaitoskirjaohjaajilta (jos eldinkoe liittyy vaitoskirjan tekoon) ja /tai projektin johta-
jilta. Hankkeen toteutuksesta vastaavat henkilot varmistavat, etta tilausta tekeva (koe-eldintutkimuksen
tekeva) tutkija osaa kdytannossa kasitella eldimia, hallitsee nukutuksen seka kivunlievityksen ja ne toi-
menpiteet, jotka hanen on maara tehda elaimille. Lisaksi tutkijan on osoitettava hallitsevansa indusoi-
mansa sairauden oireet ja mahdollinen |adkitys oireisiin. Tarvittaessa opetetaan ja annetaan lisdopetusta.
Erityisesti huomiota kiinnitetdan tilattaviin eldainmaariin. Tutkijan eldintilaukset, jotka tehdaan aina KEK:n
kautta, lahtevat eteenpain vasta siina vaiheessa, kun hankkeen toteutuksesta vastaavat henkil6t (hanke-
hakemuksen kohta 1.2) antavat tilaukselle luvan.

Viimeisen vuoden aikana olemme saaneet hankittua useita silmatutkimuslaitteita, jotka ovat merkitta-
vasti vahentdneet kdayttamiamme eldinmaaria. Aikapistetutkimuksissa, oli kyseessa sitten ladkeaineen kul-
keutuminen/imeytyminen/poistuminen silmasta tai sairauden etenemisen tutkiminen, pystymme nyky-
aan tutkimaan eldvan eldimen silmat eri aikapisteissa. Aikaisemmin jouduimme usein lopettamaan elai-
met eri aikapisteissa.



Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kayttomaarat ja 3R-soveltaminen
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kdyttomaarat eri vakavuusluokissa
seka kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmdssa. Katso vakavuusluokittelun

kriteerit: asetus 564/2013 Liite 3.

Osahanke / | Eldinlaji | Tavoitteet | Eldinmaara: | Vakavuus- Millaista vakavin haitta oli? 3R-keinot: miten eldainmaaria on voitu
Toimen- saavutta- | Luvassa arvi- | luokka: Oliko toistuva, mallista aiheutuva vai | vahentaa tai eldinten hyvinvointia pa-
pide minen oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | satunnainen rantaa?
(+/-) allinen / tosiasiallinen Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin
jatkossa vahentamaan?
Osahanke 1 | - - - kohtalainen / ks. | - Eldinmaaria on pystytty vahentamaan
alla laitehankinnoilla. Eli eldvaa eldinta voi-
daan tutkia monipuolisesti erilaisilla ku-
vantamismenetelmilld selvitettaessa sil-
man rakennetta, toimenpiteista/tutkit-
tavista laakkeista aiheutuvia mahdolli-
sia haittoja ja ladkeainepitoisuuksien
maarittamista silman eri osissa. Aikai-
semmin piti lopettaa useita eldimia eri
aikapisteissa vastaavan tiedon saa-
miseksi. Uudet laitteet ovat auttaneet
merkittavasti myos eldinten hyvinvoin-
nin tarkastelussa. Tama liittyy kaikkiin
osahankkeisiin.
Osahanke 1 | hiiri + 1030/46 lieva tai kohta- Nukutuksen jalkeinen olotila. -
lainen
- rotta + 1440/258 lieva tai kohta- Tulehdus silman etuosassa. Mallista | -
lainen aiheutuva, mutta satunnainen
haitta. Hoidettiin ldakityksella.
Osahanke 2 | - - 1060/0 - - -
Osahanke 3 | -- - 1520/0 - - -




Osahanke 4 | - - kohtalainen/ ks. | -
alla
- hiiri 1800/47 lieva tai kohta- Pitkasta nukutuksesta aiheutuneet
lainen ongelmat herdamisessa, koska elai-
met padasiassa vanhoja. Ongelmat
satunnaisia, yksiloista riippuvaisia.
- rotta 720/5 kohtalainen Nukutuksesta heraamisen jalkeen
silmdssa tuntuva lieva kirvely.
Osahanke 5 | - 330/0 - -
Osahanke 6 | - 50/0 - -
Osahanke 7 | - kohtalainen/ ks. | -
alla
- hiiri 500/22 lieva tai kohta- Verkkokalvon alainen injektio ja siita
lainen johtuva epamiellyttava tunne sil-
massa n. vuorokauden ajan injektion
jalkeen. Toimenpide tehtiin yh-
desti/eldin. Tuntemusreaktiot yksi-
[6llisia.
- rotta 500/313 lieva tai kohta- | Silméatippa-annostelu lieva. Silmain-
lainen jektiot kohtalainen. Silman sisdinen
injektio ja/tai laserointi ja niistd joh-
tuva epamiellyttava tunne silmassa
n. vuorokauden ajan toimenpiteiden
jalkeen. Ladkkeen annostelusta riip-
puva. Silmainjektioita tehtiin vain yh-
desti/el&in.
- kani 720/208 lieva tai kohta- Silmatippa-annostelu lieva. Silmain-

lainen

jektiot kohtalainen. Silman sisdinen
injektio ja niista johtuva epamiellyt-
tava tunne silmdssa n. vuorokauden
ajan toimenpiteiden jalkeen. Laak-
keen annostelusta riippuva. Silmain-
jektiot tehtiin vain yhdesti/elain.




Osahanke 8 | - - -- kohtalainen/ks. | - -
alla

- hiiri - 30/0 - - -

- rotta + 130/58 kohtalainen Sairauden indusoinnista aiheutuva -

akuutti silmatulehdus. Tata oli vain
alussa muutama tapaus, kun mallia
kehitettiin.

Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kayttamasi 3R-keinot ja pohdi, milld laajuudella keinoja voisi hyodyntaa.
ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyodyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkejd) | Hankkeessa Omassa toiminnassa | Yleisesti sovellettava | Julkaistaan tuloksia raportoitaessa
sovellettava sovellettava

in vitro X X X X

ex vivo X X X X

in silico X X X X

sopivan eldinlajin valinta X X X X

hyvat kuvantamisvalineet X X X X
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3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Taytettyna korkeintaan 1-2 sivun mittainen, ks. EU-komission

ohje ja esimerkki.

Hankkeen nimi

Riittava lihasmassa ja aerobinen kunto elinian pidentajina lihas-
kadossa (MassA)

Hankeluvan kesto

Kolme vuotta

Avainsanat

Lihasmassa, aerobinen kunto, syop3, lihakset, liikunta, ladke-
hoito

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla
Translaatio- tai soveltava tutkimus Ei
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)

Useat sairaudet, vammat ja ikdantyminen johtavat lihaskatoon
ja heikentyneeseen aerobiseen kuntoon. Lihaskato ja huono
aerobinen kunto heikentavat elamanlaatua ja ovat myds mer-
kittavia ennenaikaisen kuoleman riskeja ja. Tassa tutkimuksessa
selvitetdaan niita mekanismeja, joilla riittava lihasmassa ja hyva
aerobinen kunto suojelevat lihaskadon sattuessa. Tutkimuk-
sessa etsitdan syy-seuraussuhteita kayttaen apuna erilaisia hii-
rimalleja. Lihaskokoa ja aerobista kuntoa manipuloidaan farma-
kologisten ja geneettisten tekniikoiden seka liikunnan avulla.
Tutkimuksessa yritetdaan 16ytaa uusia sairauteen ja hoitoon liit-
tyvia tekijoita, joita etsitadn myéhemmin lihaskatoa sairasta-
vilta ihmisilta.

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

Tutkimus tuottaa suuren maaran perustietoa, jonka avulla ym-
marramme laaja-alaisesti lihaskoon ja -kunnon merkitysta ja
mekanismeja vakavissa lihaskatoon johtavissa sairauksissa. Loy-
doksien toivotaan johtavan uusiin hoito- ja ehkdisymuotoihin ja
suosituksiin sekda mahdollisiin sairauksien biomarkkereihin.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
madrat

Hiiri, 900 kpl

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

Kokeen aikana hiirilta keratdaan verindytteita, seka mitataan
voimaa ja toimintakykyd mm. otevoima- ja juoksutesteilld. Syo-
pamallin yhteydessa hiirille injektoidaan hoitoaineita, kuten re-
kombinanttiproteiineja ja mahdollisesti asennetaan tutkittavia
aineita vapauttavia implantteja.

Osa liikuntainterventiosta toteutetaan antamalla hiirille mah-
dollisuus juosta juoksupyo6rassa yksittdishakeissa. Myos pe-
rusaktiivisuus- ja -aineenvaihduntamittaukset tehdaan yksit-
taishdkeissa. Liikuntainterventioiden jalkeen eldinten maksi-
maalinen aerobinen kapasiteetti mitataan juoksutestilla, jossa
elain juoksee vasymykseen saakka. Kemoterapiaa tehdaan
osassa kokeista injektioina doksorubisiinilla. Sydpasolujen



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf

transplantaatioihin sisdltyy metastaasin riski ja eldin voi sairas-
tua. Kokeiden jalkeen eldimet lopetetaan ja kudokset preparoi-
daan.

Vakavuusluokka: vakava

3R-menetelmien soveltaminen

Application of the 3Rs

1. Korvaaminen

Miksi eldimia on kaytettava tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

1. Replacement

Lihaskoon ja aerobisen kunnon mekanistista kausaalista tutki-
musta solutasolla ei ole mahdollista tehda ihmisilla. Lihasten
kuormittaminen in vitro tai jopa kayttaen selkdrangattomia or-
ganismeja on jossain maarin mahdollista, mutta hankalaa ja nii-
den sovellettavuus ihmisen lihaksistoon on hyvin vahaista. Hiiri
on nisdkas, ja siksi tutkimuksessa paastaan huomattavasti la-
hemmas ihmisen biologiaa, mikd todennakdisimmin johtaa ih-
mista hyoddyttavien hoidollisten sovellusten

kehittamiseen. Koe-eldinmallina hiiri on hyvd, muun muassa
koska niille on olemassa erityisen hyvin ihmisen lihaskatoa ai-
heuttavia lyhytkestoisia ja hyvin standardeja syopia. Lisdksi li-
haksen toimintaan vaikuttavien erittdin kalliiden rekombinant-
tiproteiinien vaikutusta ei ole mielekasta tutkia in vitro tai tassa
vaiheessa ihmisella. Lisdaksi geeniterapiamenetelmat pitaa tut-
kia ensin jyrsijoilla ennen kuin niita voidaan ottaa ensimmaisiin
testeihin ihmisille.

2. Vahentaminen

Kuinka on varmistettu, etta eldi-
mia kaytetadn mahdollisimman
vahan?

2. Reduction

Aikaisempiin omiin ja kirjallisuudessa kuvattuihin tutkimuksiin
perustuen tutkijoilla on hyva tieto luotettavan tutkimustulok-
sen saamiseksi tarvittavista eldinmaarista. Tutkimukset toteu-
tetaan huolellisesti ja pilottikokeita tehdadan tarvittaessa aina
ennen kuin aloitetaan varsinaiset kokeet. Kaytetyt hiiret ovat
padosin sisdsiittoisia, ja sita kautta vasteiltaan ja perusfenotyy-
piltddan hyvin samanlaisia, mika vahentaa tarvittavien hiirien
maaraa. Esittdmamme hiirimallit soveltuvat parhaimmin ndihin
in vivo -kokeisiin. Tutkimuksessa mitataan joitain muuttujia
my0s tutkimuksen aikana, jolloin kaikkia tuloksia ei tarvitse ver-
rata hiirten valilla.

3. Parantaminen

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

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

3. Refinement

a) Hiirelld on erittdin hyvia sydpamalleja, joita on validoitu ih-
misen vastaaviin syopiin. Tutkimuksen kustannukset muodos-
tuisivat rotilla valtaisan suuriksi mm. tuotettavien hoitojen kal-
listumisesta johtuen.

b) Tutkimusmallina kdytettdvat C26 ja LLC-syovat ovat hiirella
erittdin hyvin validoituja, ja niistd on kokemusta myos yhteis-
tyolaboratorios-samme.

c) Kokeiden aikana eldimia valvotaan yksil6kohtaisesti aiheute-
tun haitan minimoimiseksi ja mahdollisen liiallisen haitan esta-
miseksi. Tarvittaessa sairastuneet yksilot lopetetaan tai koe
keskeytetaan. Humaanit lopetuskriteerit ovat aina kaytossa.
Osaa hiiria hoidetaan molekyyleilla, joilla on tavoitteena vahen-
taa syovan aiheuttamia terveysongelmia. Kipulaakitysta kayte-
tdan aina tilanteen niin vaatiessa.




Hankkeesta ei tehd3 / tehdiin KYLLA
takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 30.10.2018

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Tutkimuksessa selvitettiin mekanismeja, joilla riittava lihasmassa mahdollisesti suojelee lihaskadon sattu-
essa. Tassa tavoitteessa onnistuttiin, tosin naytteiden analysointi on viela kesken. Osoitimme kayttamalla
tuottamaamme rekombinanttiproteiinia, etta kasvattamalla hiirten lihakset ja yllapitamalla lihasmassaa
jatkamalla hoitoa hiiret elivat transplantaatiosyopamallissa (C26) pidempaan ilman, etta niille tuli merk-
keja lopettamiskriteereista. Sen sijaan ei ollenkaan auttanut, jos hiirid hoidettiin rekombinanttiproteiinilla
ainoastaan syopasolujen implantointiin asti. Tama koe oli vakavuusasteeltaan hiirten osalta vakava.

Taman jalkeen tutkimuksessa etsittiin syyseuraussuhteita tekemalla kaksi mekanistista koetta, joissa hiiret
lopetettiin pdivina 11 ja 13 sydpasolujen injektoinnin jalkeen. Léhes kaikki hiiret lopetettiin selvasti ennen
kuin lopetuskriteerit olisivat tayttyneet. Naissa kokeissa I6ysimme uusia mahdollisia lihaskadon ja kakek-
sian mekanismeja. Tama koe oli osalle hiirista vaikutusluokaltaan vakava.

Luvassa ilmoitettuja geneettisid kokeita ja liikuntakokeita emme tehneet ollenkaan syopahiirilla, koska
paadyimme panostamaan osahankkeeseen enemman ja sen sijaan kollaboroimme Italiassa tehtavan tut-
kimuksen tutkimusryhman kanssa hieman vastaavassa kokeessa. Lisaksi kehitimme naita hankkeita kor-
vaamaan hankkeen lopussa 1) solumallin (muokattu insert-malli Transwell) ja 2) ihmisilla tehtdavan Men-
delian Randomization —tilastollista tekniikkaa kayttavan asetelman. Nailla molemmilla malleilla pys-
tyimme vastaamaan osaan hankkeen tutkimuskysymyksista hiirten sijaan siis soluilla ja ihmisilla.

Kaytetty eldinmalli oli sopiva tutkimukseen, mm. koska se aiheutti merkittavan lihaskadon suhteellisen
pienikokoisella kasvaimella. Tulevaisuudessa voisi olla hyodyllista tutkia/kehittaa joitakin hitaammin ete-
nevia sydopamalleja, jotta esimerkiksi liikuntainterventioita pysyttaisiin paremmin tutkimaan.

Taman lisaksi toteutimme kokeita tuottamallamme lihasta kasvattavalla geeniterapialla. Ndiden kokeiden
vakavuusluokat olivat ainoastaan lievia tai kohtalaisia. Hiiret lopetettiinkin aina hyvissa voimissa. Tasta
syysta naita kokeita ei kuvata tassa enaa tarkemmin, vaan keskitytaan luvassa olleisiin vakavaksi katsottui-
hin syopakokeisiin.

| 2. Millaista haittaa?

Hiirilla ilmeni seuraavia, ldhinna syopakasvaimen aiheuttamia, (vakavia) haittoja:
Syopakasvaimen kasvu

Vakava ja nopea painon lasku ja lihasten surkastuminen

Kipu, josta indikaattorina kaytettiin mm. kyyristynytta asentoa ja silmien siristysta
Vahentynyt sydominen

Heikentynyt liikkumiskyky (huojuva ja vahentynyt liikkuminen)

Vahentynyt itsestd huolehtiminen (turkin likaisuus)

Kasvaimen haavautuminen

Itsensa vahingoittaminen




Ripuli

Kaikilla hiirilla ei ilmennyt kaikkia ylla mainittuja haittoja. Lisaksi kaikki hiiret kokivat hetkellista lievaa hait-
taa koe- ja kontrollihoitojen seka nukutusaineiden intraperitoneaali-injektioista kokeen aikana.

Tosiasiallinen haitta vastasi etukateen oletettua. Kokeissa ei tullut varsinaisesti suuria yllatyksia, koska
saimme konsultaatioapua kyseisia syopamalleja kayttaneilta tutkijoilta. Muutamia yllattavia havaintoja
olivat kahden hiiren itsensa vahingoittaminen (hdnnan syéminen), jota emme osanneet odottaa ja jolle ei
[6ytynyt selitysta ja se, ettad varsinkin viimeisessa kokeessa syopakasvainten kehittyminen oli melko vaih-
televaa yksildiden vililla, mille ei myoskaan l6ytynyt syyta tdssa kyseisessa kokeessa.

Lahtokohtaisesti toimenpiteemme onnistuivat hyvin ja meilld oli lopulta tarve kdyttda huomattavasti va-
hemman hiirid kuin mihin haimme luvan. Lopetuskriteerien mukaan lopetettiin yhteensa 38 eldinta nel-
jassa eri kokeessa, joiden kokonaiselainmaara oli 139.

3. 3R-mahdollisuudet.

Onko kaytettavana uusia vaihtoehtoisia menetelmia eldinten kayton tilalle?

Jossain maarin kylla, kuten kuvattu alla, mutta ei fysiologisiin mekanistisiin kokeisiin ja selviytymiskokee-
seen.

Korvaaminen: Kuten aiemmin kerroimme, olemme kehittaneet eldinkokeita korvaamaan hankkeen lo-
pussa 1) solumallin (muokattu insert-malli Transwell) ja 2) ihmisilla tehtdavan Mendelian Randomization —
tilastollista tekniikkaa kayttavan asetelman. Nailla molemmilla pystymme vastaamaan osaan hankkeissa
suunnitelluista kysymyksista hiirten sijaan soluilla ja ihmisilla.

Vahentaminen: Arvioimme tarvittavien eldinten maaran pilottikokeen avulla, mikd mahdollisti mahdolli-
simman pienen mutta kuitenkin riittavan eldinten maaran arvioimisen seuraaviin kokeisiin luotettavien
tulosten saamiseksi. Kaytettyjen eldainten maaraa pystyttiin vahentamaan myds yhteistyolla muiden tutki-
musryhmien kanssa seka osittain korvaavien menetelmien avulla.

Parantaminen: Eldinten vointia seurattiin paivittdin vahintaan kerran ja kriteereiden tayttyessa kahdesti,
jotta voitiin minimoida eldinten kokema haitta kunnon heiketessa. Hiirille annettiin ruokapelletteja hak-
kiin kuivikkeiden sekaan syomisen helpottamiseksi selviytymiskokeen loppuvaiheessa. Eldimet myos nu-
kutettiin sy0pdsolujen injektoinnin ajaksi, jotta tarkkuutta vaativa tyo saatiin hoidettua ilman, etta hiirta
jouduttiin pitdmaan paikallaan ja siten aiheuttamalla eldimille mahdollisimman vahan stressia toimenpi-
teessa.

Voisiko toimenpiteiden toteuttamistapaa ja/tai hoitomenetelmia edelleen kehittdaa?

Kylla. Lopetuskriteereitd voisi edelleen tarkentaa vieldkin tarkemmiksi ja objektiivisemmiksi. Kokeilimme
toisen lyhyemman kokeen yhteydessa hiirten kuntoa arvioivan pisteytystaulukon kaytt6a, mita voisi tule-
vaisuudessa hyodyntaa lopetuskriteerien maarittamiseen. Hiiret kuitenkin lopetettiin tassd kokeessa en-
nen inhimillista paatepistetta.

Voisiko inhimillisia lopetuspisteita aikaistaa?

Lopetuspisteita ei ehka selviytymiskokeen tyyppisessa kokeessa voi juurikaan aikaistaa, mutta lopetuskri-
teereita voisi tarkentaa malliin paremmin sopiviksi saamamme kokemuksen perusteella. Kokeilimme toi-
sen lyhyemman kokeen yhteydessa hiirten kuntoa arvioivan pisteytystaulukon kayttoa seka arvioimme



sen soveltuvuutta kaytettavaksi inhimillisen lopetuspisteen maarittamiseen kyseisella mallilla. Tassa ko-
keessa emme kuitenkaan seuranneet hiiria inhimilliseen paatepisteeseen saakka, joten lopullisia johto-
paatoksia on vaikea tehda. Pisteytystaulukko tuntui kuitenkin toteuttamiskelpoiselta tavalta seurata hiir-
ten kuntoa ja on mahdollista, ettd muokkaamalla lopetuskriteereja tahan suuntaan, voitaisiin “terminaali-
tapaukset” tunnistaa aikaisemmassa vaiheessa. Tama on kuitenkin vield spekulaation asteella. Suurin osa
mekanistisista kokeista tehtiin ennen kuin hiirille kertyi kaikkein vakavimpia oireita ja talléin tutkimme
paaosin vaihetta, jolloin sydpa olisi vield ollut mahdollisesti sopivalla ladkitykselld hoidettavissa. Myohai-
semman vaiheen vaikutuksia emme siis talla aikaisemmalla valinnalla tieda.

Pitdisiko eldinmdadria muuttaa?

Olimme ehka hieman onnekkaita, kun paadyimme sellaiseen maaraan hiiria, joilla saimme luotettavat tu-
lokset eika selviytymiskokeita tarvinnut toistaa. Lisaksi lilkkunnan vaikutuksia syévasta selviytymiseen ei
tarvinnut erikseen tutkia, koska kuulimme, etta vastaava koe tapahtui Italiassa kokeneiden tutkijoiden
toimesta. Niiden tulokset antoivat osviittaa, etta koetta ei kannata toistaa endaa Suomessa, vaan on hyo-
dyllisempaa keskittya selittamaan tekemamme selviytymiskokeen hoidettujen hiirten paremman selviyty-
misen mekanismeja syvallisemmin lyhyempikestoisilla ja vdhemman vakavilla mekanistisilla kokeilla.

Voisiko kdytetyista eldimista saada enemman tietoa hyddynnettavaksi?

Voi ja kdymme lapi mahdollisuuksia yhteistydhén muiden tutkimusryhmien kanssa, jos joku muukin halu-
aisi kayttaa pakkaseen keraamiamme naytteita, jotta heidan ei tarvitse tehda vastaavia kokeita.

Olisiko keksityilla 3R-keinoilla laajempaa hyodynnettavyytta?

Emme osaa sanoa.



Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kdayttomaarat ja 3R-soveltaminen
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kayttomaarat eri vakavuusluokissa seka
kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa. Katso vakavuusluokittelun kriteerit: ase-
tus 564/2013 Liite 3

Osahanke / |Eldinlaji [Tavoitteet |Eldinmaara: |Vakavuus- Millaista vakavin haitta oli? |3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu vihentaa
Toimenpide saavuttami- |Luvassa arvi- (luokka: Oliko toistuva, mallista aiheu- |tai eldinten hyvinvointia parantaa?
nen oitu / tosiasial-|Luvassa arvioitu |tuva vai satunnainen Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jatkossa va-
(+/-) linen / tosiasiallinen hentamaan?

Osahanke 1 |Balb-c |+ 25/20 Vakava/Vakava |Sydvan vaikutukset kuten pai-|Pilottikoe. Haittaa minimoitiin mm. paivystamalla
nonlasku, yleiset merkit pa- |useita kertoja paivdssa hiirten luona ja lopettamalla
hoinvoinnin lisdantymisestd. |koe ennen pahimpia oireita. Tama pilottikoe auttoi
Vakavaksi luokiteltavia oireita|maarittdmaan seuraavissa kokeissa tarvittavien
8/20 hiirelle ennen lopetuk- |eldinten maaraa.
sia.

Osahanke 1 |Balb-c |+ 80/42 Vakava/Vakava |Syovan vaikutukset kuten pai-|Tama oli vaikutuksiltaan vakavin koe eli selviytymis-
nonlasku, yleiset merkit pa- |koe ja syy miksi kokeet luokiteltiin vakavaksi. Ar-
hoinvoinnin lisdantymisesta. |vioimme eldainmaaran nappiin, koska hoitojen vai-
Vakavaksi luokiteltavia oireita [kutukselle saatiin hyva, mutta ei liian suuri tilastolli-
30/42 hiirelle ennen lopetuk- |nen teho. Pienemmalla eldinmaaralla tulos olisi jaa-
sia. nyt epaselvaksi liian heikon tilastollisen tehon joh-

dosta. Eldinten kaikkein pahin olo pyrittiin minimoi-
maan mm. padivystamalla useita kertoja paivassa
hiirten luona ja lopettamalla koe lopetuskriteerien
mukaisesti. Eldinten syomista autettiin loppuvai-
heessa laittamalla pelletteja kuivikkeiden joukkoon.

Osahanke 1 |Balb-c |+ 40/40 Kohtalai- Syovan vaikutukset kuten pai-|Kokeeseen tarvittavien hiirien maara arvioitiin edel-

nen/Kohtalai-
nen, vakava vain
pienelld osalla
hiiria.

nonlasku, yleiset merkit pa-
hoinvoinnin lisddntymisesta.
Vakavaksi luokiteltavia oireita
2/40 hiirelle ennen lopetuk-
sia.

listen kokeiden perusteella. Hiirten vointia seurat-
tiin tarkasti kokeen ajan, jotta voitiin havaita, mikali
joidenkin yksildiden vointi alkoi heiketa.




Osahanke 1 |(Balb-c |+ 40/37

Kohtalai-
nen/Kohtalai-
nen, vakava vain
pienelld osalla
hiiria.

Syévan vaikutukset kuten pai-
nonlasku, yleiset merkit pa-
hoinvoinnin lisaantymisesta.
Vakavaksi luokiteltavia oireita
6/37 hiirelle ennen lopetuk-
sia.

Kokeeseen tarvittavien hiirien maara arvioitiin edel-
listen kokeiden perusteella. Hiirten vointia seurat-
tiin tarkasti kokeen ajan, jotta voitiin havaita, mikali
joidenkin yksildiden vointi alkoi heiketa.

Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kdyttamasi 3R-keinot ja pohdi, milla laajuudella keinoja voisi hyodyntaa.
ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyodyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkejd) | Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti sovellettava | Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Aikaisempi paatepiste

Lyhyempi seuranta-aika

Pesamateriaali

Lisalampo operoinnin jalkeen

x| X

XX | X | X |[X

Totuttaminen

XX | X | X |[X




3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Tiytettyni korkeintaan 1-2 sivun mittainen, ks. EU-komission
ohje ja esimerkki. Vastaa vain esitettyihin kysymyksiin. Tarkista, etta vastauksesi ovat ymmarret-
tavia myos lukijalle, jolla ei ole taustatietoja asiasta.

Hankkeen nimi

Anesteettien neurobiologisten ja terapeuttisten vaikutusten
tutkimus

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Anesteetti, hermoston muovautuvuus, hermokasvutekija, ma-
sennus, masennusladke

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla

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 Ei

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

Tutkimuksessa selvitetdadn anesteettien ja niiden kaltaisten yh-
disteiden terapeuttisia vaikutuksia ja nilden mekanismeja neu-
ropsykiatristen sairauksien hoidossa kayttamalla valikoituja jyr-
sijoiden masennus- ja skitsofreniamalleja. Lisaksi selvitamme
varhaisen kehityksen anesteettialtistuksen haitallisia aivovaiku-
tuksia ja niiden mekanismeja. Paatavoitteena on tuottaa tutki-
mustietoa, jonka avulla aivosairauksien, kuten masennuksen ja
skitsofrenian, hoitoa voi kehittaa.

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

Tulokset tulevat merkittavalla tavalla lissdmaan tietoa anes-

teettien vaikutuksista hermoston muovautuvuuteen seka nii-
den terapeuttisesta potentiaalista masennuksen ja skitsofre-
nian hoidossa.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
madrat

Hiiri: 3480; Rotta: 2136

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

Tutkimuksessa eldimille aiheutuu haittaa kirurgisista toimenpi-
teistd, johon liittyvaa kipua lievennetdan postoperatiivisella ki-
vunpoistolla. Haittaa aiheutuu lisdksi tutkittavien aineiden an-
nostelusta, sahkdshokkien antamisesta hereilld seka kayttayty-
mistestien suorittamisesta. Ennakoimattoman stressin malli ai-
heuttaa psykologista stressia eldimille. Geenimuunnoksista en-
nakoitu haitta estetdan kayttamalla eldimet ennen mahdollis-
ten oireiden ilmaantumista. Eldimet lopetetaan kokeiden paa-
tyttya.

Vakavuusluokka: vakava



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Kayttaytymista, hermoston muovautuvuutta ja hermoston
muovautuvuuden hairidita voidaan hyvin mallintaa jyrsijoilla.
Skitsofrenian ja masennuksen neurobiologiaa ja kayttaytymista
voidaan osittain mallintaa kuvatuissa eldinmalleissa. Hermos-
ton toimintaan ja muovautuvuuteen vaikuttavat lddkeaineet (ja
sdhkohoito) vaikuttavat monimutkaisissa intakteissa hermover-
koissa, joiden mallintamista on vaikeaa, ellei mahdotonta, si-
muloida viljelyolosuhteissa. Aiempien tutkimusten mukaan mo-
net tutkittavat ilmiot ilmenevat tietyn kehitysjakson jalkeen ja
siten niiden mallintaminen viljelyolosuhteissa on vaikeaa.

2. Vahentaminen - Reduction

Kuinka on varmistettu, etta eldi-
mia kdytetadn mahdollisimman
vahan?

Kokeet suunnitellaan siten, etta eldinmaarat pysyvat mahdolli-
simman pienina, kuitenkaan vaarantamatta tuloksen oikeelli-
suutta. Joissakin koeasetelmissa eldimet lapikdyvat useita vali-
koituja kokeita. Tama luonnollisesti vahentaa lukumaaraisesti
koe-eldaimien kayttda. Kokeet tehddan loogisessa hypoteesien
todentamisjarjestyksessa. Jyrsijamallien tilalla kaytamme mah-
dollisuuksien mukaan solumalleja.

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) Kaytetyilla eldinmalleilla ja koeasetelmilla on laajasti tun-
nettu ja rationaalinen tieteellinen pohja esitetyissa tarkoituk-
sissa. Hiirimallien kaytto on erityisen tarkeaa, koska valmiiksi
luotuja ja kuvattuja tutkimuksiimme soveltuvia muuntogeenisia
hiirimalleja on saatavilla. Monet aiemmat tutkimuksemme on
myo6s kuvattu hiirimalleissa. Rottia kaytetaan hiirien rinnalla
erityisesti masennuksen stressimalleissa, silla mallit toimivat
odotusarvoisesti paremmin rotilla. Kaikissa jyrsijatutkimuksissa
pyritdan ensisijaisesti kuitenkin kayttamaan hiiria. Jyrsijoiden si-
jaan pyrimme kayttamaan solumalleja kaikissa niissa tutkimus-
asetelmissa, joissa niiden osoitetaan mallintavan tieteellisia il-
midita toivotulla tavalla.

C) Eldimien vointia seurataan systemaattisesti. Mikali eldimen
osoitetaan kokevan kuvatuista ennakkohoitotoimenpiteista
(ml. kivun lievitys) huolimatta ennakoitua suurempaa haittaa,
ryhdytdan tarvittaviin toimenpiteisiin tilanteen korjaamiseksi.
Kirurgisten toimenpiteiden yhteydessa ilmenevaa kipua lievite-
taan kipulaakityksella. Tarvittaessa eldin lopetetaan asianmu-
kaisesti jo ennen varsinaisen eldinkokeen alkamista tai paatty-
mista eettisesti hyvidksytyin menetelmin. Bdnf’/" poistogeeniset
hiiret lopetetaan ennen kuin vakavia kehityksellisia oireita il-
maantuu.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA




TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TIEDOT

Saapumispvm: 8.6.2018, 2.versio 27.6.2018.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen paatavoitteena on ollut selvittaa nopeavaikutteisten masennuksen hoitomuotojen (ketamiini,
ilokaasu, sahkodhoito, unideprivaatio) neurobiologisia vaikutusmekanismeja ja vaikutuksia aivojen toimin-
taan, kdyttaytymiseen ja kehitykseen. Hankkeessa hyddynnettiin jyrsijoita (hiiri, rotta), koska ne toimivat
erinomaisia eldinmalleina masennusladketutkimuksessa. Masennusldadkkeet vaikuttavat monimutkaisissa
intakteissa hermoverkoissa ja niiden aikaansaamat neurobiologiset ja kayttdaytymisen tason muutokset riip-
puvat keskeisesti jopa aivojen kehitysasteesta. Siksi alkeellisempien eldinmallien ja solumallien soveltuvuus
monien hankkeen kannalta keskeisten tieteellisten kysymysten selvittamisessa on vaikeaa, ellei mahdo-
tonta. Hankkeessa ei kaytetty geenimuunneltuja eldimia. Tavoitteissa on onnistuttu erinomaisesti. Keskei-
set hankkeen mahdollistamat 16ydokset:

(1) Nopeavaikutteisilla masennuksen hoitokeinoilla on yhtaldisia solusignalointitason mekanismeja ja
naita mekanismeja on mahdollista lahes reaaliaikaisesti mitata/ennustaa spesifisten EEG muutosten
avulla. Olemme talla hetkelld hakemassa rahoitusta kliinisiin Proof-of-Concept tutkimuksiin.

(2) Anestesia aiheuttaa mittavia solusignaloinnin muutoksia. Loyddkset auttavat paremmin ymmarta-
maan anestesian mekanismeja ja vaikutuksia seka auttavat parantamaan tutkimuksessa kaytettavia
eldinmalleja ja tyokaluja.

(3) Lyhytaikainen altistuminen anestesialle varhaiskehityksen aikana aiheuttaa hyvin pienia pitkaaikai-
sia muutoksia eldinten kayttaytymisessa

2. Millaista haittaa?

Ote hankkeen kohdasta 6.3. :

Takautuvassa arvioinnissa pyydetdan selvittamaan erityisesti, kuinka monta eldinta hankkeessa on lope-
tettu lopetuskriteereitad kayttden ja mista toimenpiteistd, kuinka monta eldinta on kuollut ja mista toimen-
piteistd seka tarkempi kuvaus kasittelyiden tosiasiallisesta haitasta (esimerkiksi millaista on 30 ip pistok-
sen jalkeen eldinten kayttaytyminen/olemus/milta vatsan alue nayttaa jne, onko sdhkdshokkien jalkeen
havaittavissa muutoksia eldinten hyvinvoinnissa, jne).

Hankkeen vakavuusasteeksi maariteltiin ennakkoon “vakava”. Tama perustui erityisesti hankkeessa kuvat-
tujen toistuvien (jopa 30 injektiota eldimen elinidan aikana) vatsaonteloon laakeinjektioiden suorittami-
sesta seka sdahkosokkien (engl. electroconvulsive shock; sahkéhoidon eldinmalli) annostelemisesta tajuis-
saan oleville eldimille. Lédkeinjektioita ei annosteltu eldimille hankkeessa kuvattua enimmaismaaraa. Tyy-
pillisesti eldgimelle annosteltiin vain yksittdisia injektioita. Toistuvia ladkeinjektioita annosteltiin esimerkiksi
EEG-mittausten aikana. Injektioiden valilla pidettiin useiden paivien taukoja eika injektioista aiheutunut
merkittavaa/nakyvaa haittaa eldimelle. Sdhkosokkeja ei annosteltu tajuissaan oleville eldimille.

SV3-vakavuusluokan haittaa eldimet kokivat EEG-tutkimuksissa, joissa eldimille asennettiin kirurgisesti
EEG-mittauselektrodit. Kirurgia suoritettiin nukutuksen aikana ja kivunlievitysta kaytettiin ennen ja jal-
keen kirurgisen operaation. Lisaksi kayttaytymiskokeissa kaytettiin osalle eldimista pelkoehdollistumis-
mallia, johon sisaltyy lyhytaikainen toistettu sahkoisku lattiaverkon kautta. Tasta syysta pelkoehdollistu-
mismallin [apikdyneet eldimet luokiteltiin SV3-vakavuusluokkaan.




2 eldinta lopetettiin lopetuskriteereitad kayttdaen EEG-mittauselektrodien asennuskirurgian jalkeisen leik-
kaushaavan tulehtumisen vuoksi. 1 eldin kuoli EEG-mittauselektrodien asennuskirurgian jalkeiseen odot-
tamattomaan kohtaukseen. Ndiden eldinten kokeman haitan vakavuudeksi on tasta syysta arvioitu SV4.

Hankkeessa kaytettyjen eldinten vakavuuden arviointi on esitetty ao. taulukoissa.

Hiiri
Vakavuus- Lukumaara
luokka
NB 0
Sv1 114
SV2 1077
SV3 132
Ssv4 3
Rotta
Vakavuus- Lukumaara
luokka
NB 0
Sv1 0
SV2 22
Sv3 0
sv4 0

NB: ei tarvetta luokitella; SV1: ei toipumista; SV2: lieva; SV3: kohtalainen; SV4: vakava

3. 3R-mahdollisuudet

Korvaaminen - Replacement

Aivosairaudet liittyvat kiintedsti korkeaan keskushermoston organisaatiotilaan ja niiden mallinnus hyvin
alhaisen kehitystason eldimillad ei ole mahdollista. Tutkimuksissa pyrittiin kdyttdmaan erilaisia soluviljely-
menetelmia ja ex vivo tutkimuksia korvaamaan eldinkokeita. Tutkimustemme mukaan jopa hermoston
kehitysasteella nayttaisi olevan keskeinen merkitys tutkittavien yhdisteiden aivovaikutuksille ja tahan
mennessa in vivo havaintojen toistaminen soluviljelmissa ei ole tuottanut tulosta. Jatkamme selvitystyota
loytadksemme olosuhteet, joissa lddkeaineiden vaikutuksia voidaan tutkia solumalleissa.



Vahentdaminen - Reduction

Kokeet suunnitellaan siten, etta eldinmaarat pysyvat mahdollisimman piening, kuitenkaan vaarantamatta
tuloksen oikeellisuutta (esim. kdyttaytymiskokeet N=10-14/ryhma, biokemialliset kokeet N=4-10/ryhm3;
ryhmakoko maaraytyy odotetun vasteen ja varianssin mukaan). Joissakin koeasetelmissa eldimet lapikay-
vat useita tarkoin valikoituja ja perusteltuja kokeita, jolloin voidaan vahentaa taydentavien kokeiden suo-
ritusta. Kokeet tehddan loogisessa hypoteesien todentamisjarjestyksessa. Suosimme ns. pilot-tutkimuksia,
joissa mallien toimintaa ja hypoteesia esiselvitetdaan ennen ryhtymista isoihin koesarjoihin.

Parantaminen — Refinement

Kaytetyilla elainmalleilla ja koeasetelmilla on laajasti tunnettu ja rationaalinen tieteellinen pohja esite-
tyissa tarkoituksissa. Tutkimuksissa pyritaan kayttamaan ensisijaisesti hiirimalleja, koska valmiiksi luotuja
ja kuvattuja muuntogeenisia hiirimalleja on hyvin saatavilla. Jyrsijoiden sijaan pyrimme kayttamaan solu-
malleja ja kudospreparaatteja tutkimusasetelmissa, joissa niiden osoitetaan mallintavan tieteellisia ilmi-
Oita toivotulla tavalla. Eldimien vointia seurataan systemaattisesti ja ennakoituja haittoja ehkadistaan mm.
kivunlievityksella kirurgisten operaatioiden yhteydessa ja kasittelyyn totuttamisella. Mikali eldimen osoi-
tetaan kokevan ennakoitua suurempaa haittaa, tarkkaillaan eldimen tilaa tehostetusti yhdessa hoitohen-
kilokunnan kanssa ja hoidetaan tarvittaessa esim. Kipulaakitykselld ja nesteytyksella. Tarvittaessa eldin
lopetetaan asianmukaisesti jo ennen varsinaisen eldinkokeen alkamista tai paattymista eettisesti hyvaksy-
tyin menetelmin.

Muuta

Hankkeessa kuvattiin monia osahankkeita ja toimenpiteitd, joita hankkeen aikana ei lopulta suoritettu.
Naihin kuuluu mm. ohjauskanyylin ja minipumpun asentaminen, sahkdsokki (tajuissaan olevalle elai-
melle), geenien/proteiinien/ladkeaineiden/merkkiaineiden paikallinen annostelu hermostoon, pimeakas-
vatus, ehdollistettu paikkahakuisuus, psykososiaaliseen stressiin perustuvat eldinmallit. Em. toimenpitei-
den suorittamatta jattaminen johtui Iahinna tieteellisista ja resurssisyistd. Osa tutkimuksista suoritettiin
kansainvalisen yhteistyon kautta.




Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kayttomaarat ja 3R-soveltaminen
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kdayttomaarat eri vakavuusluokissa seka
kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa. Katso vakavuusluokittelun kriteerit: ase-

tus 564/2013 Liite 3.

Osahanke / Toi- Eldain- | Tavoitteet Eldinmaara: | Vakavuus-luokka: | Millaista vakavin haitta | 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu va-
menpide laji saavuttami- | Luvassa ar- | Luvassa arvioitu/ | oli? hentaa tai eldinten hyvinvointia paran-
nen vioitu / to- | tosiasiallinen Oliko toistuva, mallista taa?
(+/-) siasiallinen aiheutuva vai satunnai- Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jat-
nen kossa vahentamaan?

Tutkittavien yhdis- | Hiiri + 1280/ 1077 | SV4-Vakava / Vakavin haitta aiheutui Pilottitutkimukset
teiden biokemialli- SV1-Ei toipumista | lddkeaineannostelusta Voima-analyysi
set vaikutukset (92 eldinta) johtuvasta injektioki- Solumallien kaytto

SV2-Lieva (985 vusta ja kasittelystres-

elainta) sista.
- Rotta | + 720/ 22 SV4-Vakava / - -

SV2-Lieva
Sihkohoidon bio- | Hiiri + 240/ 105 SV4-Vakava/ SV4: 3 eldinta Pilottitutkimukset
kemialliset vaiku- SV3-Kohtalainen Satunnainen haitta kirur- | Voima-analyysi
tukset ja sahkohoi- (102 eldinta) gian jalkeisten kompli- Toistetut mittaukset
don/lddke-ainei- SV4-Vakava (3 kaatioiden vuoksi.
den EEG vaikutuk- elainta)
set
- Rotta | - 240/0 SV4 / - Tutkimuksia ei tehty -
Tutkittavien yhdis- | Hiiri + 840/ 144 SV4-Vakava / SV3: 30 el3int3 Pilottitutkimukset

teiden kayttayty-
misvaikutukset

SV1-Ei toipumista
(22 eldinta),
SV2-Lieva (92
elainta),
SV3-Kohtalainen
(30 eldinta)

Mallista aiheutuva
haitta. Pelkoehdollistu-
mismalliin lukeutuvat
toistuvat lievat sahkois-
kut.

Voima-analyysi
Toistetut mittaukset




- Rotta 336/0 SV4 /- Tutkimuksia ei tehty -
Ladke/sahkohoi- Hiiri 560/0 SV4 /- Tutkimuksia ei tehty -
don vaikutukset

stressiteoriaan pe-

rustuvissa masen-

nusmalleissa

- Rotta 420/0 SV4 /- Tutkimuksia ei tehty -
Ladke/sahkohoi- Hiiri 560/0 SV4 /- Tutkimuksia ei tehty -
don vaikutukset

ladkeindusoiduissa

masennuk-

sen/skitso-frenian

tautimalleissa

- Rotta 420 /0 Sv4 /- Tutkimuksia ei tehty -

Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kdyttamasi 3R-keinot ja pohdi, milld laajuudella keinoja voisi hyodyntaa.

ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyddyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkeja)

Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Solumallit X X - X
Voima-analyysit X X X X
Pilottitutkimukset X X - -
Toistetut mittaukset (lieva haitta) X X - -
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3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Tiytettyna korkeintaan 1-2 sivun mittainen, ks. EU-komission
ohje ja esimerkki. Vastaa vain esitettyihin kysymyksiin. Tarkista, etta vastauksesi ovat ymmarret-
tavia myos lukijalle, jolla ei ole taustatietoja asiasta.

Hankkeen nimi

GDNF hermokasvutekijaperheen toiminnan tutkiminen in vivo
jainvitro

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

GDNF, Parkinsonin tauti, enteerinen hermosto, immuunijarjes-
telma

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla
Translaatio- tai soveltava tutkimus Ei
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

Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Kylla

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

Tarkoituksena on tutkia geenimuunneltuja hiiria kayttamalla
hermokasvutekija GDNF:n ja sen reseptorin vaikutuksia hermo-
solujen kehitykseen, toimintaan ja hermostorappeumatautien
(kuten Parkinsonin tauti) ja synnynnaisten ruuansulatuskana-
van hermostopoikkeamien (kuten Hirschsprungin tauti) synty-
miseen. Tietoja voidaan soveltaa ihmisen hermostorappeuma-
sairauksien ennaltaehkaisyyn ja hoitoon. Lisdksi selvitetdan
GDNF:n merkitysta munuaisten ja muiden kudosten kehityk-
seen ja toimintaan. Tarkoituksemme on kdyttaa GDNF-tason
nousua sita luontaisesti ilmentavissa soluissa parannuskeinona
esimerkiksi Parkinsonin taudin hiirimallissa.

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

GDNF:n vaikutuksia eldvassa elimistdssa on ollut vaikeaa aiem-
min tutkia, koska taysin GDNF poistogeeninen hiiri ei ole elinky-
kyinen. Nailla uusilla hiirilinjoilla saadaan tietoa hermokasvute-
kijan vaikutuksista elimistdssa. Tiedot auttavat selvittdamaan
hermostorappeuma-sairauksien taustaa seka mahdollisesti ke-
hittdmaan uusia hoitomuotoja sairauksiin, kuten Parkinsonin
tautiin, Hirschprungin tautiin ja sen komplikaatioihin sekd mu-
nuaisten ja lisadantymiselinten sairauksiin.

Kaytettavat eldinlajit ja elain-
maarat

Hiiri, 8000 eldinta

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

Osalle geenimuunneltujen hiirten poikasista voi aiheutua hait-
taa perimast3, jolloin kannalla voi olla munuaisten toimintahai-
rid tai vaginan aukon umpeuma. Kahden geenimuunnellun kan-
nan poikasilla on etenevad ummetusta ja suoliston laajene-
mista sen takia. Tutkimuksessa olevilla aikuisilla eldaimilla ei ole
perinndllista haittaa.

Aivotutkimuksessa eldimille aiheutuu haittaa stereotaktisesta
leikkauksesta aivoihin, kdyttaytymiskokeiden suorittamisesta
seka Parkinsonin taudin indusoinnista. Parkinsonin taudin malli



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf

tehdaan eri eldimille kuin sivuvaikutuksia mittaavat kayttayty-
miskokeet. Suoliston tutkimuksessa haittaa aiheutuu tutkitta-
vien aineiden annosteluista. Suoliston ummetus ja laajenemi-
nen voi aiheuttaa huomattavaa haittaa ja toimia eldimen lope-
tuskriteerind. Immuunijarjestelman tutkimuksessa aiheutetusta
lievasta tulehduksesta aiheutuu eldimille lyhytaikaisesti lieva tai
kohtalainen haitta. Eldimet lopetetaan kunkin kokeen paatyt-
tya.

Vakavuusluokat: kohtalainen, vakava
3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Replacement Eldinsolu- ja kudosviljelmat eivat korvaa eldinmalleja koska
Miksi eldimia on kaytettava tdssa | niilla ei ole mahdollista tutkia kudosvuorovaikutuksia. Olemme
hankkeessa ja miksi korvaavaa tehneet paljon korvaavia kokeita in vitro solulinjoilla, kudos- ja
menetelmaa ei voi kayttaa? primaarisoluviljelmissa.

2. Vahentaminen - Reduction Tutkimme GDNF-hermokasvutekijaperhetta myos esimerkiksi
Kuinka on varmistettu, etta eldi- | eri solulinjoilla, kudos- ja primaarisoluviljelmissa. Jokaista osa-

mia kdytetdadn mahdollisimman koetta varten maaritetadan mahdollisimman pieni tarvittava
vahan? eldinmaara.

3. Parantaminen - Refinement a) Eldinkokeissamme kdaytamme muuntogeenisia eldaimia, jol-

a) Perusteet eldinlajin valinnalle. | loin hiiri on ensisijainen vaihtoehto.

b) Miksi valittu eldinmalli on pa- | b) Hiiren hermoston kehitys on hyvin tunnettu ja tutkimamme
ras tieteellisten tavoitteiden kan- | proteiinit ovat hyvin samankaltaisia hiirella ja ihmisella.

nalta? c) Eldinten maara pidetdaan mahdollisimman vahaisena. Elain-
c) Miten eldimille aiheutettu ten hyvinvointia seurataan tiiviisti ja eldintenhoitajat saavat oh-
haitta on tarkoitus minimoida? jeet lopettaa eldimen, jos hyvinvointiongelmia ilmenee.
Hankkeesta ei tehd3 / tehdiian KYLLA

takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 24.2.2018.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Lautakunnan toive luvan kasittelyssa: Takautuvassa arvioinnissa tulee erityisesti kiinnittdaa huomiota suo-
listotutkimuksen eldinten vointiin: kuinka moni eldin jouduttiin lopettamaan ennenaikaisesti ja miten mo-
nelle eldimista kehittyi vakavia suolisto-oireita (esim vatsan turvotusta, joka johti lopetukseen).

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Mita tavoitteita hankkeella oli? Miten ndiden saavuttamisessa onnistuttiin? Onko kaytetty eldinmalli so-
piva tahan tutkimukseen? Anna tiedot tarvittaessa osahankkeittain tai toimenpiteittadin.

Hermokasvutekijat ovat pienia erittyviad proteiineja, jotka edistdvat hermosolujen eloonjaamistd, erilaistu-
mista, toimintaa ja yllapitoa kehittyvassa ja aikuisessa hermostossa. Siksi hermokasvutekijoita pidetaan
lupaavana hoitomuotona parantumattomiin neurologisiin sairauksiin, kuten Parkinsonin tautiin, jossa tie-
tynlaiset hermosolut kuolevat. Gliasolulinjaperdinen hermokasvutekija (GDNF) ja sen reseptorit Gfral ja
Ret ovat tarkeita keskushermoston lisdksi useiden eri elinjarjestelmien tai kudosten kehityksessa ja yllapi-
dossa (esimerkiksi ruuansulatuskanavan hermosto, munuaiset ja immuunijarjestelma).



Aivotutkimus.

Tarkoituksena oli tutkia geenimuunneltuja hiirid kayttamalla hermokasvutekija GDNF:n ja sen reseptorin
vaikutuksia hermosolujen kehitykseen, toimintaan ja hermostorappeumatautien (kuten Parkinsonin tauti)
syntymiseen.

Ensimmaisena tavoitteena oli maaritelld Parkinsonin taudin mallissa, vaikuttaako GDNF:n konditionaali-
nen poistaminen kuolevien hermosolujen maaraan. Seka eldaimilla, joilla GDNF poistetaan konditionaali-
sesti, ettd GDNF-hypermorfisilla eldaimilla dopamiinitransportterin aktiivisuus on suurentunut, jolloin Par-
kinsonin tautia ei voida mallintaa 6-hydroksidopamiinin eika MPTP:n avulla. Siksi kdaytimme laktakystiini,
jonka toksisuus valittyy toisella mekanismilla. Tutkimme laktakystiinilld indusoitua Parkinsonin mallia van-
hoilla (noin 15 kk) GDNF cKO x Nestin-Cre -ja GDNF cKO x Esr1-Cre —hiirilla, koska hypoteesimme oli, etta
pitkittynyt alhainen GDNF-taso olisi haitallista dopaminergisille hermosoluille. Kdaytimme pienta laktakys-
tiiniannosta (2-3 pg/hiiri) havaitaksemme toksiiniherkkyyden lisdantymisen GDNF:n poistamisen jalkeen.
Tama annos aiheutti 20-30 % dopaminergisten hermosolujen kuoleman leesiopuolelta. Koe onnistui tek-
nisesti, mutta eldimet, joilta GDNF oli poistettu konditionaalisesti, eivat olleet herkempia laktakystiinin
vaikutuksille, jolloin GDNF:n vahentynyt taso ei todennakoisesti ole merkityksellinen Parkinsonin taudin
patogeneesissda. Nama tulokset tullaan julkaisemaan ldhitulevaisuudessa.

Toisena tavoitteena oli pyrkia selvittamaan, onko luonnollisen GDNF-tason lisddminen hyva ladkevaikutus-
kohde seka tuottaa menetelmia, joilla luonnollista GDNF-tasoa voidaan nostaa aikuisen aivoissa. Kay-
timme kehittamaamme uutta hiirikantaa: konditionaalinen GDNF-hypermorfinen hiiri (GDNF3’UTR-cr).
GDNF 3’UTR-cr-hiirilla GDNF ekspression nousu voidaan rajata sitd normaalisti tuottaviin soluihin eri aivo-
alueilla. GDNF:n lisddaminen tehtiin aikuisuudessa valttaaksemme kompensatorisia mekanismeja, mitka
kehityksen aikana saattavat reagoida GDNF:n ylimaaraan.

Ensin tutkimme, miten aikuisuudessa lisatty endogeenisen striataalisen GDNF:n maara vaikuttaa eldimiin
kayttaytymiskokeissa. Hiirille injisoitiin AAV-Cre:ta striatumiin, ja niita seurattiin neljan kuukauden ajan eri
kayttaytymiskokeiden avulla. Osa eldaimista lopetettiin eri aikapisteissa GDNF- ja dopamiinitasojen maarit-
tamiseksi seka dopaminergisen jarjestelman toiminnan tutkimiseksi syklisen voltammetrian avulla. Havait-
simme, ettd GDNF-taso nousee jo neljan viikon kuluttua AAV-Cre-injektiosta. Lisatty GDNF parantaa tiet-
tyja aspekteja dopaminergisen jarjestelman toiminnassa. Lisaksi havaitsimme, ettei suurimmassa osassa
kayttaytymiskokeita eika esimerkiksi eldinten painossa ole eroja GDNF:n lisaamisen jalkeen. Naista
voimme paatelld, ettd kuten GDNF-hypermorfisilla eldaimilla, GDNF:n lisdaminen konditionaalisesti ei ai-
heuta merkittavia sivuvaikutuksia. Eldinmaaran pitamiseksi vahaisena osa eldimista kaytettiin kayttayty-
miskokeiden lisaksi laktakystiini-indusoituun Parkinsonin taudin malliin. Niille injisoitiin 4 pug laktakystiinia
substantia nigraan 4,5 kuukautta AAV-Cre-injektion jalkeen. Hiiret lopetettiin 6 viikkoa laktakystiini-injek-
tion jalkeen. Emme havainneet leikkauksenjalkeista kuolleisuutta ja laktakystiiniannos aiheutti noin 40 %
kuoleman dopaminergisissa hermosoluissa leesiopuolella. Solukuolemien maara oli sama villintyypin ja
GDNF 3’UTR-cR-hiirilla, joten paattelimme, ettei lisdantynyt GDNF:n maara suojaa dopaminergisia hermo-
soluja laktakystiinimallissa. Koska GDNF ilmentyy aivoissa striatumissa, johon dopaminergisten hermoso-
lujen neuriitit projisoivat, tutkimme kuitenkin seuraavaksi, miten GDNF vaikuttaa neurorestoraatiomal-
lissa. Tassa koesarjassa annoimme hiirille samanaikaisesti AAV-Cre-injektion striatumiin ja 5 pg:n laktakys-
tiini-injektion substantia nigran ylapuolelle. Seurasimme eldinten toipumista leikkauksesta neljan kuukau-
den ajan injektioista. Laktakystiiniannosta suurennettiin edellisten kokeiden perusteella, koska arvelimme
nuorempien eldinten kestavan paremmin laktakystiinin toksisuutta ja epailimme, etta liian pieni leesio voi
estaa erojen nakemisen ryhmien valilla. Havaitsimme lisdtyn endogeenisen GDNF:n neurorestoratiivisen
vaikutuksen yhdessa koe-eldinryhmassa, mutta emme toisessa koe-eldinryhmassa. Siksi paatelmien teke-
miseksi tarvitaan viela lisakokeita.

Kaytetyt eldinmallit soveltuivat hyvin paatelmien tekemiseen molempien tavoitteiden suhteen.



Suoliston tutkimus

Suoliston tutkimuksen tavoitteena oli Gfral-hypomorfista hiirikantaa tutkimalla saada tietoa Hirschsprun-
gin taudin kehityksesta ja kokeilla uusia parannuskeinoja. Tassa keskityimme Hirschsprungin taudin ja sii-
hen liittyvan enterokoliitin patogeneesiin. Kudosnaytteiden histopatologiaa, geenien ilmentymista ja
muita naytteita tutkimalla saimme selville, ettad nailla eldimilla paksusuolen epiteelissa, pikarisolujen maa-
rassa ja lima-aineiden koostumuksessa tapahtuu muutoksia, jotka liittyvat enteerisen hermoston puuttu-
miseen. Bakteerien padaseminen kudoksiin tapahtuu loppuvaiheessa eika bakteeri-invaasiota voida pitaa
enterokoliitin aiheuttajana. Nama tulokset tullaan julkaisemaan pian.

Toisena suolistotutkimuksen tavoitteena oli tutkia, miten GDNF ja Gfral vaikuttavat kantasolujen toimin-
taan ja suoliston uusiutumiseen tutkimissamme hiirikannoissa. 5-fluorourasiililla aiheutetun mukosiitin
avulla saimme selville, etta elaimilla, joilta poistetaan kantasoluista GDNF, 5-fluorourasiilin aiheuttamat
oireet vaikuttavat lievemmilta kuin kontrollieldimilla. Ja vastaavasti GDNF-hypermorfisten eldinten oireet
vaikuttavat hieman vakavammilta kuin villityypin eldaimilla. Molempiin naista tarvitaan kuitenkin lisdko-
keita esimerkiksi sen takia, ettda GDNF-hypermorfisten eldinten ulosteissa on jo valmiiksi enemman vetta
kuin villityypin eldimilld, jonka havaitsimme nadiden kokeiden jalkeen.

Kaytetyt elainmallit soveltuivat hyvin paatelmien tekemiseen molempien tavoitteiden suhteen.
Immuunijarjestelman tutkimus

Emme suorittaneet kokeita tahan osatutkimukseen liittyen.

2. Millaista haittaa?

Aivotutkimus

Aikaisemmin kuvatussa kokeessa, jossa tutkimme aikuisuudessa lisdttya endogeenista GDNF:aa Parkinso-
nin taudin mallissa, havaitsimme, ettd 4-5 ug:n laktakystiiniannos aiheuttaa eldimissa spontaania pyori-
miskayttaytymista akuutisti injektion jalkeen. Pyorimista tapahtuu etenkin 1-3 pdivaa injektion jalkeen ja
vahenee sitten. Vaikka pyoriminen ei aiheuta haittaa suurimmalle osalle eldimista, joitakin eldimia jai
kiinni pesamateriaaleihin ja tukehtui tai jouduttiin lopettamaan. Tukehtumisten ja lopetusten valtta-
miseksi laktakystiini-injektion saaneiden eldinten pesamateriaali vaihdettiin puuvillaiseksi seuraavissa ko-
keissa. Laktakystiinin annostasolla 5 pg/hiiri havaittiin myos odottamatonta ja selittamatonta leikkauksen-
jalkeista kuolleisuutta (10-15 % eldimista 2-3 viikon sisalla injektiosta. Joillakin eldimilla oli myds vaikeuk-
sia syOmisessa ja juomisessa. Keskiarvoisesti kasittely ei kuitenkaan vaikuttanut eldinten painoon.

Luvassa laktakystiinin vakavuusluokka oli arvioitu lyhytaikaisesti kohtalaiseksi, mutta osalla eldimista se oli
tosiasiallisesti vakava. Jatkossa laktakystiiniannosta on pienennetty ja ongelmien toistumisen valtta-
miseksi.

Stereotaktisiin leikkauksiin, kayttaytymiskokeisiin eikd muihin toimenpiteisiin ja kokeisiin ei liittynyt ongel-
mia. Ndiden kokeiden toteutunut haitta oli samalla tasolla kuin lupaan oli arvioitu.

Suoliston tutkimus

Vakavampia toimenpiteita tassa luvassa olivat Gfral-hypomorfisten homotsygoottisten poikasten
Hirschsprungin taudin fenotyypin seuraaminen niin pitkaan, etta oireet kehittyvat merkittaviksi. Pieni
maara naita eldimia oli tarpeen Hirschsprungin tautiin liittyvan enterokoliitin patogeneesin tutkimiseksi.
Naille eldimille seka arvioitu etta toteutunut haitta oli SV4. Tyypillisesti pyrimme lopettamaan hiiret en-
nen kuin niilld on vaikeita oireita. SV4-eldimia laskettiin suoliston tutkimuksessa kdytetyksi 11 kappaletta,
joista osa suurin osa lopetettiin ja osa kuoli, joko oireisiin tai emon hoidonpuutteen takia.

Muissa suolistotutkimuksen toimenpiteissa haitta oli arvioitu tai vahdisempi.



| 3. 3R-mahdollisuudet

Hankkeen aikana olemme vahentdneet eldinmaaraa kayttamalla lopetetuista eldimistd mahdollisimman
paljon eri kudoksia kerralla ja tutkimalla rinnalla esimerkiksi GDNF:n lisddmista solulinjoissa.

Eldinten hyvinvointia on parannettu laktakystiinikokeissa vaihtamalla pesamateriaali paremmin pyorimis-
kayttaytymiseen sopivaksi.

Seuraavan luvan aikana kokeilemme, voimmeko annostella tamoksifeenin vaihtoehtoista antoreittia
(i.g./p.0.) i.p.-injektioiden asemesta.

Gfral-hypomorfisten poikasten lopetuspistetta on aikaistettu seuraavaa lupaa varten, koska talla hetkella
meilla ei ole tarpeen tutkia paatepisteen eldaimia.

Eldinmaaria ei voida muuttaa pienemmiksi, koska ne on lupia haettaessa suunniteltu sopivan kokoisiksi
tulosten tulkinnan kannalta. Jos eldinmaara on liian pieni, eroja ei voida saada esiin.



Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kdyttomaarat ja 3R-soveltaminen (SV1: ei toipumista, SV2: lieva, SV3: kohtalainen, SV4: vakava)
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kdayttomaarat eri vakavuusluokissa seka
kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa. Katso vakavuusluokittelun kriteerit: ase-

tus 564/2013 Liite 3.

Osahanke / | Eldin- Tavoitteet | Eldinmaara: | Vakavuus- Millaista vakavin haitta oli? 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu va-
Toimenpide | l3ji saavutta- | Luvassa arvi- | luokka: Oliko toistuva, mallista aiheu- | hentda tai eldinten hyvinvointia parantaa?
minen oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | tuva vai satunnainen Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jatkossa
(+/-) allinen / tosiasiallinen vahentamaan?
Aivotutki- Hiiri + Arvioitu lu- SV1, SV2-Sv3/ 19 hiirta kuoli tai lopetettiin Laktakystiinikokeissa pienennetaan toksiini-
mus vassa 2780 SV2-SV3 kokeisiin tai geneettiseen taus- | annosta, siten etta eldimille koituu vahem-
Tosiasiallinen taan liittyvien seikkojen takia. | man haittaa. Lisaksi naille eldaimille kaytetaan
Sv11172 SV4 osalle eldi- | 62 hiirta kuoli tai lopetettiin paremmin soveltuvaa pesamateriaalia.
SV2 447 mistd, jotka sai- | satunnaisten syiden takia (van-
SV3 518 vat laktakystiini- | hat elaimet, emon huonosti
Sv4 81 injektion hoitamat poikaset, hakkitappe-
Yhteensa lut, hammasongelmat jne.)
2218
Suoliston Hiiri + 1570/ sv4 Vakavin haitta suoliston tutki- | Pyrimme kdyttamaan sairaista poikasista
tutkimus SV4 /19 kpl SvV3 muksessa syntyi tarpeesta tut- | mahdollisimman paljon kudoksia samalla ker-
SV3 /54 kpl SV2 kia Hirschsprungin tautia mal- | taa, ettd niiden maara voitaisiin pitaa vahai-
SV2 /146 kpl | SV1 lintavia hiiria, joten haitta oli send. Pyrimme myds pitamaan loppuvaihee-
SV1 /132 kpl | / tosiasiallinen mallista johtuva. seen asti sairastuvien poikasten maaran va-

Yhteensa 351

SV4-SV1, SV4-
elsimia 19 kpl

hdisena tutkimalla aikaisempia ajankohtia,
jolloin poikasten oireet ovat vahdisemmat.
Poikueita, joissa voi olla sairastuvia poikasia
tarkkailtiin paivittain.




Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kayttamasi 3R-keinot ja pohdi, milla laajuudella keinoja voisi hyédyntaa.
ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyodyntda hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkejad) | Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Aikaisempi paatepiste

Lyhyempi seuranta-aika

Pesamateriaali

Lisdlampd operoinnin jalkeen

x| X

x| X

XX | X [ X |X

Totuttaminen

X | X | X |X
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3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Tiytettyna korkeintaan 1-2 sivun mittainen, ks. EU-komission
ohje ja esimerkki. Vastaa vain esitettyihin kysymyksiin. Tarkista, etta vastauksesi ovat ymmarret-
tavia myos lukijalle, jolla ei ole taustatietoja asiasta.

Hankkeen nimi

Ladkeaihiot hermostovaurion parantamiseksi

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

ladkeaihio; aivotrauma; selkdaydintrauma; soluvaliaine; re-
generaatio

Hankkeen tarkoitus

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

Ympadristonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Kylla

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

Traumaattinen aivovaurio ja selkdydinvaurio aiheuttavat valta-
via inhimillisia tragedioita ja kustannuksia yhteiskunnille. Yksis-
taan USA:ssa arvioidaan olevan noin 5 000 000 aivovauriosta
karsivaa potilasta ja noin 260 000 selkdydinvauriosta karsivaa
potilasta. Vauriot syntyvat tyypillisesti erilaisissa tapaturmissa,
kuten liikenneonnettomuuksissa. Pelkdstaan USA:ssa aivovauri-
oiden arvioidaan aiheuttavan yhteiskunnalle noin 60 miljardin
dollarin kustannukset vuodessa, ja selkdydinvaurioiden aiheut-
tamiksi kustannuksiksi arvioidaan noin 14.5 miljardia dollaria
vuodessa. Keskushermostovaurion kokeneet potilaat voivat
joutua elamaan rullatuolin varassa lopun elamaansa ja tarvitse-
vat siten monen tyyppistad hoitoa ja tukea, mika selittaa suuria
kustannuksia.

Hermosoluyhteydet regeneroituvat huonosti aivovaurion ja sel-
kdydinvaurion jalkeen. Yhtaan varsinaisesti parantavaa hoitoa
ei ole talla hetkella kaytettavissa; ainoastaan oireita lievittavia
hoitoja, kuten turvotuksen ja kivun hallinta, kdytetaan laakkeel-
lisind hoitoina. Ladketieteellinen tarve uusien hoitostrategioi-
den kehittdmiseen on siten ilmeinen ("unmet medical need”).
Terapia jonka seurauksena yksilo pystyisi liikkumaan ja selvia-
maan omatoimisesti halvauksen aiheuttavan aivovaurion tai
selkaydinvaurion jalkeen, olisi todellinen lddketieteellinen lapi-
murto.

Hankkeessa selvitetdaan olennaisesti kahden ladkeaihion re-
generaatiota edistavaa vaikutusta aivotrauman ja selkaydin-
trauman malleissa. HB-GAM on fysiologisesti keskushermos-
tossa korkeina pitoisuuksina esiintyva erilaistumistekija joka
tarttuu soluvaliaineeseen. Kokemuksemme mukaan silla ei ole
mitaan haitallisia vaikutuksia aivoihin injisoituna vaan painvas-
toin alustavien tulosten mukaan paranemista edistava vaikutus.



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf

Protamiini taas on ihmisen ldakkeeksi hepariinivaikutuksen py-
sayttamiseksi hyvaksytty proteiini, joskin silla alustavien tulos-
temme mukaan on jonkin verran toksisia vaikutuksia jotka ha-
viavat kdytettdessa protamiinin fragmenttia kokopitkan mole-
kyylin sijaan. Ladkeaihioiden valinta perustuu suorittamiimme
tutkimuksiin hermosoluviljelmilla, joissa todetaan regeneraa-
tiota edistava vaikutus soluissa jotka viljelladgn hermoston solu-
valiainetta muistuttavalla matriksilla.

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

Hanke edistaa uusien hoitostrategioiden kehittamista ja par-
haassa tapauksessa johtaa keskushermoston plastisuutta ja re-
generaatiota edistavan biologisen ladkkeen kayttoon. Par-
haassa tapauksessa hankkeessa saadaan valmiiksi ns. ”proof-of-
principle” soluviljelmia ja koe-eldimia kayttdaen, minka jalkeen
padstaan kokeilemaan biologista ladketta ihmiselld ns. Faasi 1:n
kliinisessa tutkimuksessa, joka on tarkoitus aloittaa ensisijai-
sesti selkdydinvaurion hoitoon.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
madrat

Hiiri, 3835; rotta, 700 eldinta.

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

Hankkeessa eldimille aiheutuu haittaa kirurgisesta selkaydin-
vaurion indusoinnista, ladkkeiden annostelusta seka kayttayty-
mistutkimuksista. Eldimet lopetetaan kokeen paatyttya.

Vakavuusluokka: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Soluviljelymallien perusteella tapahtuva lddkeaihioiden seu-
lonta vahentda huomattavasti koe-eldinten kayttoa. Tydssa on
tahan mennessa selvitetty laajasti [adakeaihioiden regeneraa-
tiota edistavaa vaikutusta kayttamalla keskushermoston soluja
viljelmassa. Menetelmassa seurataan ladkeaihioiden kykya
edistdd hermosoluverkostojen kehittymista viljelmassa. Kudok-
sen hermosoluverkostot ovat kuitenkin monimutkaisia raken-
teita, eika niiden kaikkia ominaisuuksia voida todentaa soluvil-
jelmassa. Siksi lupaavimmat ladkeaihiot on tutkittava lisaksi ela-
vassad eldimessa.

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

Kaytettavat menetelmat ovat tieteellisen kirjallisuuden perus-
teella validoituja, mikad odotettavasti vahentda turhia toistoja ja
siten kaytettadvia elainmaaria.

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) Hiirimallien kdytolla on regeneraatiotutkimuksessa kes-
keinen asema, ja kdytettavat koeasetelmat ovat hyvin tes-
tattuja nimenomaan hiirilla. Transgeeniset eldinmallit, joita
regeneraatiotutkimus kayttaa, ovat nimenomaan saatavissa
hiirind ja mahdollisesti tulevaisuudessa tarvittavat transgee-
niset mallit tulevat mita todenndkdisimmin edelleen perus-
tumaan hiiren kayttoon koe-eldimena.

¢) Kirurgisten toimenpiteiden yhteydessa ilmenevaa kipua ja
turvotusta lievitetdan kipulaakityksella ja steroidilaakitykselld,
tarvittaessa jo ennen kirurgiaan ryhtymista. Lisdksi eldinten
toipumista edistetdaan kayttamalla pehmeaa ja lammittavaa
pesamateriaalia, lammittavaa alustaa ja nestemaista ruokaa.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA




TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 8.2.2018.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Olennaisena tavoitteena oli parantaa mahdollisuuksia keskushermoston regeneraatioon vaurion jalkeen.
Pdaasiallisena ladkeaihiona oli HB-GAM (heparin-binding growth-associated molecule; pleiotrophin).
Ty0Ossa osoitettiin HB-GAM:in edistavan aksonien regeneraatiota selkdytimen transektiovaurion jalkeen
kuvatamistutkimuksiin perustuen, mika on sopusoinnussa jo ryhman aikaisemmin suorittamien, hermoso-
luviljelmilla tehtyjen kokeiden kanssa. Ladkekehittelyn jatkon kannalta mekanistiset |0yddkset ovat lisaksi
merkittavia: HB-GAM tarttuu regeneraatiota estaviin kondroitiinisulfaattirakenteisiin kumoten niiden es-
tavan vaikutuksen. Loydokset on julkaistu kahdessa artikkelissa.

Julkaisujen lisdaksi olemme osoittaneet motorisia funktioita tutkivilla kayttaytymistesteilla HB-GAM:in
edistavan toipumista seka transektiomallissa etta kontuusiomallissa. Kaytetyt eldinmallit sopivat kasilla
olevan prekliinisen tutkimusvaiheen problematiikkaan.

2. Millaista haittaa?

Koe-eldinluvan mukainen maksimaalinen vakavuustaso (SV4) koski vain harvoja eldimia, jotka suljettiin
pois kokeista eettisista tai kaytannollisista syista jotka aiheuttivat hankaluuksia toipumisen seurannassa.
Kirurgisen toimenpiteen aiheuttamana komplikaationa muutamalla eldimella esiintyi vakava motorinen
ongelma molemmilla puolilla mika vaikeutti eldinten itsenaista liikkumista, sydmista ja rakon hallintaa.

Muutama eldin lopetettiin haavainfektion tai huomattavan ihon raapimisen vuoksi. Infektio-ongelmaa
pohdittiin vakavasti ja pyrittiin mahdollisimman steriileihin olosuhteisiin: toimenpidealue pudistettiin
huolellisesti, kirurgiset instrumentit steriloitiin (tulevissa kokeissa tullaan kdayttamaan kussakin kokeessa
erillisia steriileja instrumenttisarjoja) ja kaytettiin tarvittaessa antibiootteja. lhon raapiminen on tyypilli-
nen ongelma C57B16-hiirilinjalla ja sitad esiintyy myds kontrollieldimissa (“sham operation”) ja kokeen ul-
kopuolella olevissa eldimissa. Raapimisongelmaan ei ole talld hetkella tehokasta hoitoa ja ongelman esiin-
tyminen vaihtelee huomattavasti eri hiirierien valilla.

Muutama eldin kuoli kirurgian aikana (ei selviamista, SV1). Huolellinen selvittely paljasti ettd useimmat
kuolemat aiheutuivat hengitysongelmista jotka johtuivat syvdn anestesian ja kaularangan alueen trauman
kombinaatista. Huomasimme ettd kdyttamamme kirurgian yhteydessa isofluraanianestesia on turvalli-
sempi kuin ketamiini/xylatsiini. Lisaksi nayttaa silta etta opioidien hengitysta lamaava vaikutus lisda kuole-
man riskid yhdistettyna syvaan anestesiaan ja kaularangan alueen traumaan. Senvuoksi suunnitelmana on
kayttaa ei-steroidi-anti-inflammatorisia lddkkeita kivun hallintaan 15 minuuttia ennen kirurgiaa, kun taas
opioideja kdytetdan vain sen jalkeen kun eldimet on poistettu isofluraanianestesiasta.

Useimmissa tapauksissa eldimilla on voimakasta kipua 3-4 paivaa, minka jalkeen niiden paino alkaa
nousta. Useimmiten on mahdollista tehda yksinkertaisia kdyttaytymistesteja (avokenttatesti, sylinteri-
testi) 1 viikon jalkeen kun eldimet kykenevat lilkkkumaan vapaasti. Vaikeammat testit jotka vaativat elai-
miltd enemman fyysista ponnistelua, kuten pyorivalla tangolla pysyminen, kiipeamistesti ja tarttumislu-
juustesti, aloitetaan lihaksen ja ihon haavojen parannuttua 2 viikkoa kirurgian jalkeen. Yleensa traumati-
soitujen eldinten funktiot ovat alentuneet eturaajan tarttumislujuustestissa, vertikaalisessa kiipedmisno-



peudessa ja taipumuksessa kayttaa vaurioitettua puolta (sylinteritesti), kun taas lokomotorinen aktivi-
teetti (avokenttatesti) ja motorinen koordinaatio (pyorivalla tangolla pysyminen) ovat vain vahan alentu-
neet tai intaktit. Useimmissa tapauksissa paino saavuttaa kontrollitason 8 viikon kuluttua.

Selkdydintrauman malli sisaltaa komplisoidun kirurgian, johon sisaltyy monia riskitekijoita minka vuoksi
kokeiden valmistelun tulee olla tasmallista ja eldinten hoidon tulee olla intensiivistd muutama paiva kirur-
gian jalkeen. Kuitenkin jo 2 viikkoa kirurgian jalkeen haavojen parannuttua eldimet ovat aktiivisia eika
niilla nayta olevan mitdan selkedsti havaittavia ongelmia. Lisaksi eldimille tehddan allodyniatesti lisdanty-
neen neurologisen kivun toteamiseksi ja anhedoniatesti (mieltymys sakkariiniliuokseen) mahdollisten
depression oireiden toteamiseksi 8 viikkoa trauman jalkeen. Merkittavia eroja ei havaittu kontrollieldinten
ja vaurioitettujen eldinten valilla. Senvuoksi uskomme etta kayttaytymiskokeissa kaytettyjen eldinten
stressitaso ei ole huomattava. Eldimet joilla on komplikaatioita kirurgiasta ja jotka kokevat vakavaa stres-
sid, suljetaan pois kayttaytymiskokeista ja lopetetaan heti ongelmien paljastuttua.

3. 3R-mahdollisuudet

korvaavat menetelmat: Soluviljelymallien perusteella tapahtuva ladkeaihioiden seulonta vahentaa huo-
mattavasti koe-eldinten kayttoa. Tydssa on tdhdn mennessa selvitetty laajasti lddkeaihioiden regeneraa-
tiota edistavaa vaikutusta kayttamalla keskushermoston soluja viljelmassa. Menetelmassa seurataan 13a-
keaihioiden kykya edistda hermosoluverkostojen kehittymista viljelmassa. Kudoksen hermosoluverkostot
ovat kuitenkin monimutkaisia rakenteita, eika niiden kaikkia ominaisuuksia voida todentaa soluviljel-
massa. Siksi lupaavimmat ladkeaihiot on tutkittava lisaksi eldvassa eldimessa.

eldinten maaran vihentaminen: 1) Kaytettavat menetelmat ovat tieteellisen kirjallisuuden perusteella
validoituja, mika odotettavasti vahentaa turhia toistoja ja siten kdytettavia eldinmaaria. 2) Olemme kayt-
taneet in vivo -kuvantamismenetelmaa jossa samaa eldinta seurataan eri aikapisteissa regeneraation ai-
kana, mika vahentda huomattavasti eldinmaaria jotka tarvitaan tilastollisesti merkittavien tulosten saa-
miseksi. 3) Olemme pyrkineet valttdmaan eldinten kayttoa pelkastdaan histologisiin analyyseihin. Aina kun
se on ollut mahdollista, olemme kayttaneet kayttaytymiskokeista tulevia eldimia histologisiin analyysei-
hin. Olemme kayttaneet suunniteltua vahemman eldimia, osin yllamainitusta syista johtuen, osin talou-
dellisista syista. Tulevissa kokeissa kdytannon kokemuksemme auttaa varautumaan mahdollisiin kompli-
kaatioihin mika edistaa eldinmaarien vahentamista.

hyvinvoinnin parantaminen: 1) Kirurgisten toimenpiteiden yhteydessa ilmenevaa kipua ja turvotusta lie-
vitetaan kipulaakityksella ja steroidilaakitykselld, tarvittaessa jo ennen kirurgiaan ryhtymista. Lisdksi eldin-
ten toipumista edistetdaan kayttamalla pehmeaa ja [ammittavaa pesamateriaalia, lammittavaa

alustaa ja nestemadista ruokaa. 2) Olemme selvittdneet huolellisesti kirurgisten toimenpiteiden komplikaa-
tioita; sen seurauksena olemme panostaneet steriileihin olosuhteisiin kirurgian yhteydessa, selvittaneet
parhaiten soveltuvan anestesiamenetelman ja mahdollisen opioidien aiheuttaman riskin anestesian ja
kaularangan kirurgian yhteydessa. 3) Olemme kokeilleet eri hiirilinjojen soveltuvuutta kokeisiimme komp-
likaatioiden vdahentamiseksi. Olemme havainneet ettad FVB-linja kestaa erinomaisesti kirurgiaa mutta siina
esiintyy poikkeavuuksia kayttaytymisessa mika hankaloittaa kdyttaytymistestien arviointia. C57B16-lin-
jassa esiintyy enemman anestesiakomplikaatioita, herkkyytta infektioihin ja iho-ongelmiin mutta linja on
soveltuvampi kayttaytymistesteihin. Kdytamme naita tietoja tulevien kokeiden suunnittelussa. 4) Kirjalli-
suuden mukaan eldinten pitdminen ryhmissa ja sosiaalinen vuorovaikutus edistavat paranemista eri tau-
deissa. Aina kun se on mahdollista, pyrimme kdyttamaan ryhmina naarashiiria pitkdaikaisissa kokeissa
joihin liittyy kivuliasta kirurgiaa minka jalkeen seuraa useita kayttaytymistesteja. Ryhmina pidetyt naa-
rashiiret tappelevat harvoin, mika on hyvin tarkeaa kirurgiasta toipumisen ja kayttaytymistestien tulkin-
nan kannalta.



Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kayttomaarat ja 3R-soveltaminen. Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon
osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kdyttémaarat eri vakavuusluokissa seka kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko
julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa. Katso vakavuusluokittelun kriteerit: asetus 564/2013 Liite 3

Osahanke / Eldin- | Tavoitteet | Eldinmaara: | Vakavuus- Millaista vakavin haitta 3R-keinot: miten eldqinmaaria on voitu va-
Toimenpide | laji saavutta- | Luvassa arvi- | luokka: oli? hentaa tai eldinten hyvinvointia parantaa?
minen oitu / tosiasi- | Luvassa arvi- Oliko toistuva, mallista ai- | Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jatkossa
(+/-) allinen oitu / tosiasi- | heutuva vai satunnainen vahentamaan?
allinen

1.b.1 Rose- - - 420/29 Sv4/svV3 Rose-Bengal mallin mukai- | Kirurgian jalkeen toipuminen [ampimassa pai-
Bengal aivo- sen kassa, nesteytettya ruokaa, kipulddke ennen
halvaus- kirurgian jalkeen eldaimilla | kirurgiaa ja 1-2 paivaa sen jalkeen.
malli, selka- oli
ydin- kipua 1 paivan ajan ja var-
injektiot, sin
kayttayty- vahan motorisia ongelmia
mistestit (sylinteritesti, pyorivalla

tangolla pysyminen). Sel-

kaydininjektio aiheutti ki-

pua lihashaavaan 1-2 pai-

vaa.
2.b.1 Kalloik- | - - 150/37 SV4/SV3 Kalloikkunan asentaminen | Kalloikkunan asentamisen jalkeen toipumi-
kunan aiheuttaa lyhytkestoisen, nen lampimassa paikassa, kostutettua ruo-
asentaminen 1 pdivan kestdvan kivun; kaa, kipulddke ennen kirurgiaa ja 1 pdiva sen
ja selkaydin- 10 eldimelle tehtiin selka- | jalkeen. Traumakirurgian jalkeen toipuminen
trauma ydintrauma tai kontrolliki- | lampimassa paikassa, kostutettua ruokaa, ki-

rurgia ("sham surgery”)
mika aiheutti kivun li-
hashaavaan 3-4 paivan
ajan ja jossain maarin py-
syvaa toimintahairiota toi-
seen eturaajaan.

puldadkkeita, antibiootteja ja anti-inflammato-
risia ladkkeita 3-4 padivaa kunnes paino alkaa
nousta. Paino ja rakon toiminta tarkastettiin
paivittdin viikon ajan.




2.a.1 Sel- 525/28 Sv4/sv3 Kipua 3-4 pdivaa ja pysyvia | Traumakirurgian jalkeen toipuminen lampi-
kdaytimen motorisia hairioita toi- massa paikassa, kostutettua ruokaa, kipu-
hemisektio sessa eturaajassa. ladkkeitd, antibiootteja ja anti-inflammatori-

sia ladkkeita 3-4 paivaa kunnes paino alkaa

nousta. Paino ja rakon toiminta tarkastettiin

paivittdin viikon ajan.
2.a.3. Sel- 525/206 Sv4/sva(21 Tavallisesti eldimilla oli ki- | Traumakirurgian jalkeen toipuminen lampi-
kdytimen hiirtd), SV1(7 pua massa paikassa, kostutettua ruokaa, kipu-
hemisektio, hiirta), 3-4 paivaa ja pysyvia mo- | ladkkeitd, antibiootteja ja anti-inflammatori-
intratekaa- SV3(178 hiirta) | torisia hairioita toisessa sia laakkeita 3-4 paivaa kunnes paino alkaa
liset ladke- eturaajassa. Joillakin eldi- | nousta. Paino ja rakon toiminta tarkastettiin
aine- milla oli lilkkumisen esta- | paivittdin viikon ajan. Eldimet joilla oli vakavia
injektiot, via motorisia hairi6éita mo- | terveysongelmia lopetetttin.
kayttayty- lemmissa eturaajoissa, in-
mistestit fektio tai hankalaa ihon

raapimista, jolloin eldimet
lopetettiin.

2.a.3. Sel- 3835/60 SV4/SV4(5 Tavallisesti eldimilla oli ki- | Traumakirurgian jalkeen toipuminen lampi-
kdaytimen hiirtd), SV1(13 | pua massa paikassa, kostutettua ruokaa, kipu-
hemi- hiirtd), SV3(42 | 3-4 paivaa ja pysyvia mo- | ladkkeitd, antibiootteja ja anti-inflammatori-
kontuusio, hiirta) torisia hairioita toisessa sia laakkeita 3-4 paivaa kunnes paino alkaa
intratekaa-li- eturaajassa. Joillakin eldi- | nousta. Paino ja rakon toiminta tarkastettiin
set ladke- milla oli lilkkkumisen esta- | paivittain viikon ajan. Eldimet joilla oli vakavia
aine- via motorisia hairidita mo- | terveysongelmia lopetettiin eettisista syista.
injektiot, lemmissa eturaajoissa tai
kayttayty- infektio, jolloin eldimet lo-
mistestit petettiin.




Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kayttamadsi 3R-keinot ja pohdi, milla laajuudella keinoja voisi hyodyntaa. ESAVI
keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyédyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkeja) | Hankkeessa Omassa toiminnassa | Yleisesti sovellettava | Julkaistaan tuloksia raportoitaessa
sovellettava sovellettava

Pesamateriaali X X X X

Lisalampo operoinnin jalkeen X X X X

Totuttaminen X X - -

Kasvatus ryhmissa - X - -

Kipuladkkeet X X - X
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3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Taytettyna korkeintaan 1-2 sivun mittainen, ks. EU-komission
ohje ja esimerkki. Vastaa vain esitettyihin kysymyksiin. Tarkista, etta vastauksesi ovat ymmarret-
tavia myos lukijalle, jolla ei ole taustatietoja asiasta.

Hankkeen nimi

Ikdantymisen ja ko-morbiditeettien vaikutus aivohalvaukseen

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

aivohalvaus, Alzheimerin tauti, liitannaissairaus, ladkehoidot

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

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)

Taman tutkimuksen tarkoitus on selvittda, miten ika ja erilaiset
liitdnndissairaudet vaikuttavat aivohalvauksen lopputulemaan.
Lisaksi tavoitteenamme on testata uusia novelleja hoitomuo-
toja aivohalvaukseen.

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

Aivoiskemia eli aivohalvaus on toiseksi yleisin kuolinsyy lansi-
maissa ja vdeston ikadntyessa aivohalvausten lukumaara kas-
vaa koko ajan. Yleisimmin ihmisilla aivohalvaus johtuu joko
aivo- tai kaulavaltimoiden ahtautumisesta tai tukkeutumisesta.
Talla hetkelld ainoa saatavilla oleva hoito aivohalvaukseen on
liuotushoito, joka on aloitettava alle 3h oireiden alkamisesta.
Liuotushoidosta saatavat hyodyt ovat tutkimusten mukaan ris-
tiriitaisia, entsymaattinen trombolyysihoito ei sovellu kaikille ja
voi aiheuttaa lisdantynytta riskia saada aivoverenvuoto. Uudet
hoitokeinot ovatkin tarpeen aivohalvauksen hoidossa. Monet
potentit |ddkeaineet ovat osoittautuneet kliinisissa kokeissa te-
hottomiksi, vaikka ne ovat olleet suojaavia hiirilla ja rotilla teh-
dyissa kokeissa. Tama voi johtua siita, ettd usein aivohalvauk-
seen sairastuvat ihmiset ovat ikddntyneita, heilla on erilaisia lii-
tannaissairauksia, kuten dementia, AD, diabetes ja muita tuleh-
dusvasteen sisaltavia liitannaissairauksia ja ihmisten ruokavalio
sisdltdd huomattavasti enemman rasvaa ja sokeria kuin koe-
eldinten ruokavalio. Tdman vuoksi on tarkeaa kehittaa entista
relevantimpia eldinmalleja uusien |ddkeaineiden testaamiseen.
Erityisesti ikdantymisen ja liitdnnaissairauksien selvittaminen
aivohalvauksen lopputulemaan on erittain tarkeaa. Lisaksi uu-
sia ladkeainehoitoja tulee testata paremmissa aivohalvauksen
eldinmalleissa.

Kaytettdvat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri, 6800; rotta 696 eldinta



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf

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

Kokeessa kaytetyille eldimille aiheutetaan ihmisen aivohal-
vausta vastaava haitta ja patologiset muutokset. Tastd aiheu-
tuu eldimille ihmisen aivohalvausta vastaava haitta. Tama tar-
koittaa aivovauriota seka siita johtuvia heikentyneita motorisia
toimintoja. Eldimet kykenevat kuitenkin sydmaan, juomaan ja
lilkkumaan leikkauksen jalkeen. Eldimet lopetetaan kokeen lo-
pussa tai ennen kokeen loppua heti jos ne tayttavat lopetuskri-
teerit.

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?

Meilld on kaytéssamme useita erilaisia aivohalvauksen soluvil-
jelymalleja, joissa testaamme tutkittavia hoitomuotoja ennen
niiden viemista eldinkokeisiin. Soluviljelykokeilla on kuitenkin
valitettavasti mahdotonta mallintaa kaikkia aivohalvauksen ai-
heuttamia patologisia muutoksia. Lisaksi soluviljelymalleilla ei
voida mallintaa vamman aiheuttamia motorisia tai muistiin vai-
kuttavia vaurioita. Kokeessa kaytettavalla aivohalvausmallilla
saadaan koe-eldimeen ihmisen aivohalvauksen patologiset
muutokset. Kayttaytymistestit taydentavat kudosleikkeista saa-
tavia tutkimustuloksia.

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

Ryhmallamme on kaytossa vaihtoehtoisia in vitro -malleja, ku-
ten kortikaalineuroni viljelmat, mikroglia ja astrosyyttiviljelmat.
Soluviljely- ja muulla in vitro -tutkimuksella ei pystyta luomaan
kokonaisvaltaista aivohalvauksen patologiaa paranemisproses-
seineen. Meilla on tiedossa kokeessa kdaytetyn mallin biologi-
nen hajonta, jota kayttaen olemme laskeneet ryhmakoot siten,
ettd ne ovat pienimmat mahdolliset, joilla tilastollisesti merkit-
tavat ryhmien valiset erot vield saadaan nakyviin.

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) Hiiri koe-eldimeksi on valittu siksi, ettd kdytettavissa olevat
siirtogeeniset eldimet ovat hiiria.

b) Kokeessa kaytettavalla aivohalvausmallilla saadaan koe-elai-
meen ihmisen aivohalvauksen patologiset muutokset. Mal-
limme on toimiva, antaa toistettavat tulokset ja mahdollistaa
sekd kudospatologian etta kayttaytymistestit. Koska mallimme
on pystytetty erityisesti hiirelle, se mahdollistaa siirtogeenisten
eldinten kayttamisen.

c) Eldimille annetaan kipulaakitysta leikkauksen jalkeen aina
kun siihen on mahdollisuus. Lisaksi olemme optimoineet mallin
siten, ettd sen aiheuttama vamma tuottaa toistettavan vaurion,
jolla on mahdollista ndhda ladkehoitojen vaikutus luotettavasti.
Eldimia tarkkaillaan aivohalvausleikkauksen jalkeen kahdesti
paivassa ja niiden hoito on tehostettua. Hiiria nesteytetdan tar-
vittaessa seka niille annetaan tarvittaessa jauhettua ruokaa.
Eldimet, jotka eivat ndyta toipumista, lopetetaan.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA




TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN
Saapumispvm: 30.1.2018, 2 versio 6.2.2018.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen
2. Millaista haittaa?
3. 3R-mahdollisuudet




Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kayttomaarat ja 3R-soveltaminen.
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kdyttomaarat eri vakavuusluokissa
seka kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmdssa. Katso vakavuusluokittelun

kriteerit: asetus 564/2013 Liite 3

Osahanke / Elain- Tavoitteet saavuttami- | Eldin- Vakavuus- | Millaista vakavin haitta oli? 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu
Toimenpide | laji nen maara: luokka: Oliko toistuva, mallista aiheutuva | vahentaa tai eldinten hyvinvointia pa-
(+/-) Luvassa | Luvassa vai satunnainen rantaa?
arvioitu | arvioitu / Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin
/ tosiasi- | tosiasialli- jatkossa vdahentamaan?
allinen nen
1.L45- Hiiri Tarkoitus oli tutkia uu- | Hiiri Arvioitu 4/ | Osahankkeen vakavin haitta ai- Eldimet selvisivat leikkauksista keski-
keainehoito- sien ladkeaineiden toi- | 1986/13 | tosiasialli- | heutui iskemialeikkauksista ja maarin hyvin. Kussakin mallissa tarkeaa
jen testaami- | Rotta mivuutta aivohalvauk- | 30 (lu- nen: riippuen kaytettavasta mallista se | on, etta operoiva henkilé osaa leikkaus-
nen aivohal- sessa seka villityypin valle siir- | Hiiri oli joko kohtalainen (permanentti | tekniikan hyvin, jolloin harjoitteluhiiret,
vausmallissa hiirissa/rotissa etta jois- | retyt SV1 159 malli 3) tai vakava (transientti joita ei herateta anestesiasta, ovat tar-
sain siirtogeeni- eldimet) | SvV261 malli vakavuus 3 tai 4 riippuen kedssa osassa. Kun tekniikka osataan,
sissd/poistogeenisissa SV3 299 ajasta, jonka suoni on ollut tu- kuolleisuus vahenee. Oikea leikkaustek-
hiirissa. Ladkeaineita Rotta SV4 204 kossa). niikka mahdollistaa myos kokeiden
testattiin useassa eri ai- | 646/146 mahdollisimman hyvan toistettavuuden
vohalvausmallissa. Nain Rotta Permanentissa mallissa leesio oli | ja luotettavat tulokset.
loydettiin ladkkeet, Sv1 15 vain kortikaalinen ja se aiheutti
jotka toimivat eri mal- SV25 eldaimelle tunnottomuutta kont- Permanentissa mallissa kuolleisuus on
leissa ja siis todenna- SV3 100 ralateraalipuolen raajoihin. Elai- harjoittelun alussa yli 50 % mutta tek-
koisimmin myos kliini- SV4 6 met alkoivat liikkua ldhes nor- niikan kehittyessa paastaan 0-10 %:iin.
sessd kaytossa. Kayte- maalisti heti nukutuksesta herat- | Eldimet eivat yleensa kuole, jos leik-
tyt mallit toimivat ole- Edellamai- | tydan ja pystyivat sydomaan ja juo- | kausta tekeva ihminen ei tee virhetta.
tetusti ja antoivat luo- nitut eldi- | maan heti, josta johtuen eldinten | Kuolleisuus leikkauksen jalkeen on siis
tettavia tuloksia. met [6yty- | paino ei tippunut leikkauksen jal- | kaytannossa 0%.
vat eldin- | keen. Vammat voitiin havaita la-
tietokan- hinna kayttaytymiskokeissa ja ne
nan tilas- | havisivat 5-7 paivan kuluttua ko- | Transientissa mallissa kuolleisuus on
toista eli konaan. suurempi (10-20 %) ja toisinaan eldimia
ovat lope- kuolee myos leikkauksen jalkeisiin

tettuja

komplikaatioihin tai eldimia joudutaan




eldimia.
Loput
edellisen
sarakkeen
elaimet
ovat edel-
leen
elossa.

Transientissa mallissa leesio ulot-
tui striatumiin ja myos korteksiin,
sitd laajemmalle mitd kauemmin
iskemia kesti. Leikkaus aiheutti
hairidita eldaimen kontralateraali-
puolen raajojen toiminnassa. Heti
leikkauksen jdlkeen eldimet saat-
toivat olla sen verran huonokun-
toisia, etta niille laitettiin veteen
hienonnettua rehua ja juoma-
vettd hakin pohjalle, jotta ne pys-
tyisivat helpommin syémaan.
Eldimet eivat saaneet menettaa
yli 15 % painostaan tai ne lopetet-
tiin. Niita pidettiin myds lampi-
massa heti leikkauksen jalkeen,
silla lammonsaately ei aina toimi-
nut normaalisti.

Transientissa mallissa haitat naky-
vat jopa viikkojen-kuukausien
ajan joissain kayttaytymistes-
teissa. Haitta aiheutettiin kullekin
elaimelle vain kerran ja eldimet
toipuivat siita vahitellen parem-
paan kuntoon, osassa malleista
jopa lahes entiselleen. Osalle elai-
mista injisoitiin lddkeaine suoraan
aivoihin, mika vaati toisen leik-
kauksen. Monesti se tehtiin kui-
tenkin iskemialeikkauksen yhtey-
dessa. Eldimet toipuivat myos
kahdesta leikkauksesta odotetun
kaltaisesti, emmeka huomanneet
merkitsevasti lisdantynytta kuol-
leisuutta.

lopettamaan lopetuskriteereiden mu-
kaisesti. Postoperatiivisella hoidolla (li-
salampo ja hienonnettu rehu hakin
pohjalla + eldinten tihed seuranta) var-
mistettiin, ettd eldimet saivat parhaat
mahdolliset evaat toipua leikkauksesta.
Koska ndma toimenpiteet tehtiin rutii-
nisti aina leikkauksen jalkeen, on vaikea
esittda arviota miten paljon kuolleisuus
olisi lisdadntynyt ilman niita. Kaikki mallit
osataan nyt tehda erinomaisesti ja leik-
kaukset on optimoitu niin, ettd saamme
erot hyvin nakymaan hakemuksessa
lasketulla eldinmaaralla ja kokeisiin voi-
daan varata vain tarvittava maara elai-
mia. Johtuen ryhman henkilékunnan
vaihtuvuudesta /vaihtovuosista ulko-
maille /valmistumisista ym. syista uu-
sille henkilGille joudutaan opettamaan
leikkauksia, joten harjoituseldimia tarvi-
taan myos uuteen lupaan. Suuresta
osasta elamia otettiin talteen myos pe-
rifeerisia kudoksia joko eri protokollien
optimointiin tai toisten tutkimusten tar-
peisiin ja nain saatiin hyédynnettya
eldaimia paremmin.




2.Laa-
keainehoito-
jen testaami-
nen uusissa,
paremmin ih-
misen taudin-
kuvaa mallin-
tavissa aivo-
halvausmal-
leissa ja aivo-
halvauksen
liitannaissai-
rausmalleissa

Hiiri

Tavoitteena oli kehittaa
paremmin ihmisen ai-
vohalvausta vastaavia
eldinmalleja kaytta-
malla vanhoja hiiria ja
ottamalla mukaan ko-
morbiditeetteja, kuten
systeeminen inflam-
maatio, korkeakoleste-
rolinen ruokavalio, dia-
betes tai AD-patologia
ja tekemalla eldimille
iskemialeikkaus. Kukin
nadista hiirimalleista
vastaa todellisuutta pa-
remmin, kuin pelkille
nuorille hiirille tehty ai-
voiskemia.

Hiiri
2632/17
64

Arvioitu 4/
tosiasialli-
nen:

Hiiri

SV1 213
SV2 82
SV3 392
Sv4 271

Jaljellejaa-
neet elai-
met ovat
edelleen
elossa.

Jalleen vakavin haitta oli iske-
mialeikkaus. Nuoret eldimet selvi-
sivat leikkauksista hyvin (ks. Osa-
hanke 1) mutta vanhoilla eldimilla
kuolleisuus lisdantyi merkitta-
vasti. Myds toipuminen oli hi-
taampaa ja huonompaa kuin nuo-
rilla eldaimilld, mika saatiin naky-
maan myos kayttaytymistes-
teissa.

Permanentissa mallissa kuollei-
suus nousi 10-20%:iin ja transien-
tissa 10-30%:iin. Eldaimia kuoli
enemman seka leikkauksen ai-
kana, etta sen jalkeen. Todenna-
koisesti ndiden mallien avulla saa-
daan aikaan paremmin ihmisten
aivohalvausta vastaava tilanne ja
tama voi parantaa tulosten sovel-
lettavuutta kliinisiin tutkimuksiin,
mika osaltaan saattaa tulevaisuu-
dessa vahentaa tarvittavien eldin-
kokeiden maaraa.

Vanhoja hiiria kdytettdessa taytyy mu-
kaan laskea hiirten mahdollinen lisdan-
tynyt kuolleisuus jo ennen leikkausta.
Lisaksi hiirten toipuminen oli huomatta-
vasti hitaampaa ja osa ei selvinnyt leik-
kauksista ollenkaan. Toisaalta tulokset
todennakdisesti vastaavat paremmin
ihmisten aivohalvauksen tilannetta, jol-
loin tuloksiin esim. lddkeaineen vaiku-
tuksesta voi luottaa paremmin kuin
nuorilla terveilla hiirilla tehdyista ko-
keista saatuihin tuloksiin. Naiden tulos-
ten perusteella voidaan tulevaisuu-
dessa valita toimivin malli, jolloin huoli-
matta hieman suuremmasta kuolleisuu-
desta, tutkimukset tehostuvat.

3. Aivojen in-
flammaatio-
vasteen mer-
kitys 1aa-
keainehoi-
doissa.

Hiiri

Rotta

Tavoitteena oli selvittaa
eri ladkeaineiden ai-
heuttamaa neuroin-
flammaatiota ilman
varsinaista aivohal-
vausta. Tavoitteet ovat
onnistuneet ilman suu-
rempia ongelmia.

220/147

100/23

Arvioitu 3/
tosiasialli-
nen:

Hiiri

Sv1 17
SV26

SV3 32
Rotta
SV12
SvV21

SV3 20

Suurin haitta tuli i.c.v.-annoste-
lusta, jossa ladkeaine injisointiin
aivoihin kalloon poratun reidn
kautta. Tama ei aiheuttanut elai-
mille pysyvaa haittaa ja ne toipui-
vat nopeasti. Kuolleisuutta ei ol-
lut.




4.Tulehdus- Hiiri Tavoitteena oli selvittaa | 914/613 | Arvioitu 4/ | Suurin haitta tuli jalleen aivohal- Ks. osahanke 1.
reaktiosolu- eri solujen rooli aivo- tosiasialli- | vausleikkauksista kdytetysta mal-
jen rooli aivo- halvauksen tulehdusre- nen: lista riippuen. Hiiret, joilta pois-
halvauksessa aktiossa joko poista- Hiiri tettiin perna, joutuivat kdymaan
malla perna, mikroglia- SV172 lapi kaksi leikkausta mutta leik-
solut tai kayttamalla ki- SV2 27 kauksien valilla hiiret saivat rau-
meerahiirid, jotka eks- SV3 135 hassa toipua. Hiiret olivat nuoria
pressoivat GFP:ta luu- SV4 86 ja terveita joten yllatyksia kuollei-
ytimen soluissa. suudessa ei tullut (ks. osahanke
1).
5.Soluvilittei- | Hiiri Tavoitteena oli selvittaa | 448/300 | Arvioitu 4/ | Suurin haitta tuli jalleen aivohal- Ks. osahanke 1.
nen terapia mahdollisuuksia kayt- tosiasialli- | vausleikkauksista kaytetysta mal-
aivohalvauk- taa ihmisen kantasoluja nen: lista riippuen. Ladkkeen anto/kan-
sessa hoitona aivohalvauk- Hiiri tasolujen injisointi tehtiin suoraan
sessa immunosupres- SV1 38 aivoihin mutta hiiret toipuivat il-
soiduilla hiirilla joko il- SV2 14 man yllatyksia kuolleisuudessa
man ladkeainetta tai SV3 74 (Ks. osahanke 1).
sen kanssa. SV4 46
6. Aivojen ku- | Hiiri Tavoitteena oli kuvata 370/248 | Arvioitu 4/ | Vakavin haitta tuli kraniaali-ikku- | My0s tassa osahankkeessa oikea leik-
vannus kak- elavan hiiren aivoja tosiasialli- | naleikkauksesta, jossa joudutaan | kaustekniikka on tarkea, jotta eldimelle
soisfotonilait- kaksoisfotonimikro- nen: poraamaan kalloon reika. Leik- aiheutuisi mahdollisimman vahan kipua
teistolla skoopilla aivohalvauk- Hiiri kauksen onnistuessa hiiret toipu- | ja jotta ikkuna pysyisi lapinakyvana. Jos-
sen jalkeen. Olemme SV2 17 vat siita hyvin ja varsinainen ku- kus kaikesta huolimatta ikkuna jaa sa-
saaneet kraniaali-ikku- SV3 53 vannus, tehdadan vasta viikkojen meaksi, joten hiiria pitaa leikata jonkin
naleikkaukset onnistu- SV4 33 padsta leikkauksesta. verran ylimaaraisia. Oikean tekniikan

maan mutta emme ole
vield padsseet tilantee-
seen, jossa samoille hii-
rille aiheutettaisiin
myo0s aivohalvaus.

harjoitteluun taytyy varata eldimia.
Koska tdssd mallissa hiirille annetaan ai-
kaa toipua useita viikkoja ennen varsi-
naisia kokeita, kipulaakitysta voidaan
kayttaa. Hiirille, joilla on kraniaali-ik-
kuna ja pidike, jolla hiiri kiinnitetdan
mikroskooppiin, taytyy pesamateriaa-
liksi laittaa silppua, jottei pidike tartu
siihen.




7.Ladkeainei- | Hiiri Tavoitteena oli tutkia
den kulkeu- ladkeaineiden kulkeutu-
tuminen ai- mista veriaivoesteen
voihin lapi.

230/154

Arvioitu 4/
tosiasialli-
nen:

Hiiri

SV1 46
Sv27

SV3 37
Sv4 23

Ks. Osahankkeet 1 ja 2. Osalla
elaimista tutkittiin vain laakeai-
neen kulkeutumista terminaalia-
nestesiassa. Osalle aiheutettiin ai-
vohalvaus ja tdman jalkeen termi-
naalianestesiassa katsottiin ladke-
aineiden kulkeutumista.

Ks. Osahankkeet 1 ja 2

Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kdyttamasi 3R-keinot ja pohdi, milld laajuudella keinoja voisi hyodyntaa.
ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyddyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkejd) | Hankkeessa Omassa toiminnassa | Yleisesti sovellettava | Julkaistaan tuloksia raportoitaessa
sovellettava sovellettava

Hyvat leikkaustekniikat X X X X

Pesdamateriaali X X X X

Lisalampo operoinnin jalkeen X X X X

Totuttaminen X X X X
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3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Taytettyna korkeintaan 1-2 sivun mittainen, ks. EU-komission
ohje ja esimerkki. Vastaa vain esitettyihin kysymyksiin. Tarkista, etta vastauksesi ovat ymmarret-
tavia myos lukijalle, jolla ei ole taustatietoja asiasta.

Hankkeen nimi

Ladkeaineen tehon testaaminen Alzheimerin taudin transgeeni-
sessa hiirimallissa

Hankeluvan kesto

Kolme vuotta

Avainsanat

Alzheimerin tauti, transgeeninen hiiri, prekliininen ladkeaine-
tutkimus

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

Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

Alzheimerini taudin hoitoon ei ole olemassa tehokkaita ladke-
hoitoja. Alzheimerin taudista aiheutuu potilaille hyvin vakavia

oireita ja karsimysta seka yhteiskunnalle huomattavia kustan-
nuksia. Yritys tarjoaa ladkekehitysteollisuudelle in vivo -eldin-

malleja lupaavien ladkeaineiden prekliiniseen testaukseen sai-
rauksissa, joihin ei ole olemassa hoitomuotoja. 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 kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja Al-
zheimerin tautiin. Tutkimusmallien kaytto edistaa myos geeni-
virheiden mekanismien ja vaikutusten ymmartamista eri sai-
rauksissa, mikd edesauttaa uusien lddkkeiden ja ladkehoito-
muotojen kehittamista.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
madrat

Hiiri, 3600 eldinta

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

Tutkimuksessa kaytetaan kolmea eri Alzheimerin taudin trans-
geenista hiirikantaa joille kehittyy ikdaantymisen aikana muisti-
ja oppimisvaikeuksia seka Alzheimerin taudin kaltaisia patologi-
sia muutoksia aivoissa. Tutkimuksessa eldinten annetaan van-
hentua siten, ettd osalle voi kehittya halvaantumisoireita. Hait-
taa aiheutuu myos kayttaytymistesteistd, toistuvasta tutkitta-
vien ladkeaineiden annosta ja kuvantamisista.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Replacement
Miksi eldimia on kadytettdva tdssa
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 1a3k-
keiden todellista tehoa tai vastetta seka turvallisuutta voidaan
tutkia luotettavasti vain koe-eldinmalleissa ennen kliinisia ko-
keita, talla hetkelld mikaan in vitro tai in silico ldhestymistapa ei



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf

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. Viahentdminen - Reduction Koeasetelmat on standardoituja ja niiden kdyton pohjana on
Kuinka on varmistettu, etta eldi- | perusteellinen mallien validointityd. Kunkin geneettisen mallin
mia kdytetadan mahdollisimman taustalla on ihmissairautta oleellisin osin mallintava eldinmallin
vahan? ilmiasu, jonka tulee olla perinndllisesti relevantti ja oireistol-

taan /patologialtaan ihmissairautta kuvaava. Perusteellisella
validointityolla varmistetaan etta koe-eldainmalli kayttaytyy
mallille kuuluvalla tavalla ja antaa oikeanlaisen taudinkuvan.
Koeasetelmissa ryhman sisdinen variaatio minimoidaan malli-
validaatiotyolld, joka maarittelee tilastollisesti tarvittavat ryh-
makoot (voima-analyysi) ja joka maarittaa koe-eldinten kayton
maaran kussakin koeasetelmassa.

3. Parantaminen - Refinement Suuri osa keskushermostollisten kehityssairauksien eldinmal-
a) Perusteet eldinlajin valinnalle. | leista on kehitetty jyrsijoissa. Jyrsijoissa havaitut taudin meka-
b) Miksi valittu eldinmalli on pa- | nismit, vasteet nykyisille 1adkkeille (jos on) ja eldinten kayton
ras tieteellisten tavoitteiden kan- | maara suhteessa saatavaan informaatioon ladkeaineen tehosta

nalta? ja turvallisuudesta ovat hyvat. Alemmilla selkarankaisilla tai in
c) Miten eldimille aiheutettu vitro -menetelmin ei voida saada samanlaista tietoa uusien laa-
haitta on tarkoitus minimoida? keaineiden tehosta, koska kyseiset menetelmat eivat ole riitta-

vasti tutkittuja, eivatka yleisesti hyvaksyttyja ja kaytettyja. Ta-
man lisaksi naista menetelmista ei ole saatavissa tietoa talla
hetkella kaytettyjen ladkeaineiden vasteista, joita voitaisiin
kayttaa verrattaessa uusista ladkeaineista saatavia tuloksia.
Hankkeesta ei tehd3 / tehdiin KYLLA

takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 4.5.2018.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli kehittdaa uusia tehokkaita hoitomuotoja Alzheimerin tautiin. Tutkimusmallien
kaytto edistada myos geenivirheiden mekanismien ja vaikutusten ymmartamista eri sairauksissa, mika
edesauttaa uusien lddkkeiden ja ladkehoitomuotojen kehittamista.

Tehotutkimuksissa selvitettiin lddkeaineiden vaikutusta eldinten kayttaytymiseen ja motorisiin toimintoi-
hin seka aivojen rakenteisiin ja niiden toimintaan. Tehotutkimusten lisaksi tutkittiin lddkeaineiden pitoi-
suuksia ladkehoidon jalkeen eldimilta otetuista veri- ja kudosnaytteista.

- Toimenpiteet: |d3dkinta, kdyttaytymistestit, aivojen kuvantaminen, lopetus ja ndytteenkeruu

2. Millaista haittaa?

Tutkimuksessa kaytettiin kolmea eri transgeenista hiirikantaa. Ainoastaan yhdella kolmesta kannasta ha-
vaittiin itse kantaan liittyvia hyvinvointiongelmia (halvaantumisoireet). Muuten haitat liittyivat tutkimus-
ten toimenpiteisiin kuten ladkintaan, testauksiin ja kuvantamismittauksiin. Sen lisdksi yhdessa tutkimuk-



sessa eldimia kasiteltiin muutosluvassa esitetylld neurotoksiinilla. Ndma eldimet kuuluivat vakavuusluok-
kaan vakava. Kokonaisuutena eldimista suurimman osan vakavuusluokka ei kuitenkaan sijoittunut luok-
kaan vakava, kuten oli esitetty lupapdatoksessa lautakunnan arviossa vakavuusluokasta.

Hankkeessa kdytettiin yhteensd 1498 hiirta. Eldimia jouduttiin lopettamaan lopetuskriteerien perusteella
32 kpl ja kuolleena l6ydettiin 31 kpl. Suurin osa lopetetuista tai kuolleena |6ydetyista hiirista (17 kpl) oli
juuri tutkimuksesta, jossa kaytettiin muutosluvassa kaytettya neurotoksiinia. Seuraavaksi suurin ryhma
ennen aikaisesti lopetetuista hiiristad olivat halvaantumisoireiden perusteella lopetetut hiiret (10 kpl),
jotka olivat kaikki yhdesta tutkimuksesta



Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kayttomaarat ja 3R-soveltaminen
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kayttomaarat eri vakavuusluokissa seka
kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa.

Osahanke / | Eldin- Tavoitteet saavuttami- Eldinmaara: Vakavuus- Erityista aiheutettuun haittaan | 3R-keinot: miten eldinmaa-
Toimen- laji nen Luvassa arvi- luokka: liittyen: esim. rid on voitu vahentaa tai
pide (+/-) oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | satunnainen / toistuva, eldinten hyvinvointia pa-
allinen / tosiasiallinen | saatu vdhenemaan/ loppumaan | rantaa?
3R-keinoin
Tehokokeet | Hiiri Tutkimusmalli soveltuu arvioitu 3600/ | Vakava-146, Yhdella kolmesta kaytetysta Halvaantumisoireiden pe-

tahan tutkimukseen (+).
Validaatiotutkimuksissa
saatu uusi malli validoi-
tua ja tulosten pohjalta
otettu malli asiakastutki-
mus-kayttoon (+).
Tutkimuksen tavoitteet
palveluntarjoajan nako-
kulmasta saavutettiin:
Asiakastutkimus suori-
tettu protokollan mukai-
sesti (+). Tutkimustulok-
set lahetetty asiakkaalle
protokollan mukaisesti

(+).

kaytetty 1494
hiirta

Kohtalainen-
962, Lieva-354,
Ei toipumista-32

transgeenisesta kannasta ha-
vaittiin kirjallisuuden perusteella
raportoituja halvaantumisoi-
reita; osa eldaimista piti lopettaa
ndiden oireiden perusteella.

Hankkeessa suoritettiin yksi tut-
kimus, jossa osalle eldimista an-
nosteltiin neurotoksiinia pitkaai-
kaisessa seurannassa. Tassa ko-
keessa havaittiin ennenaikaista
kuolleisuutta neurotoksiiniryh-
massa erityisesti ladkehoitoa
saaneissa eldaimissa.

rusteella eldin lopetettu ai-
kaisessa vaiheessa.




Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kayttamasi 3R-keinot ja pohdi, milld laajuudella keinoja voisi hyodyntaa.
ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyodyntda hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkejd) | Hankkeessa | Omassa toiminnassa | Yleisesti sovellettava | Julkaistaan tuloksia raportoitaessa
sovellettava | sovellettava

Aikaisempi paatepiste X X X -

Riittava koulutus ja perehdytys X X X -

Validaatiot ja pilotointi X X - -
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3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA : Tiytettyni korkeintaan 1-2 sivun mittainen, ks. EU-komission
ohje ja esimerkki. Vastaa vain esitettyihin kysymyksiin. Tarkista, etta vastauksesi ovat ymmarret-
tavia myos lukijalle, jolla ei ole taustatietoja asiasta.

Hankkeen nimi

Proteaasi furin immuunivasteen saatelijana

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

hiiri, immuniteetti, T-solu, myeloinen solu

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla

Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisdaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ympadristonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Kylla

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

Immuunijarjestelman solujen toiminnan saatelyn hairiytyminen
saa aikaan esimerkiksi allergian, immuunipuutoksen tai autoim-
muuni-taudin kaltaisia tautitiloja. Proteaasi furin saatelee T-so-
lujen aktivaatiota ja sytokiinituotantoa, joten sen toiminnan
héiriot voivat vaikuttaa naiden tautitilojen syntyyn. Furinilla
saattaa olla merkitysta my6s immuunijdrjestelman solujen ke-
hityksessa. Hankkeen tavoite on saada arvokasta lisatietoa puo-
lustusjarjestelman solujen toiminnan ja kehityksen saatelysta ja
luoda siten pohjaa uusien diagnostisten markkereiden ja laak-
keiden kehitystydlle.

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

Kokeista saatavat tulokset auttavat ymmartamaan immuu-
nivasteen toimintaa ja immunologisia hairidita. Furinin merki-
tyksen selvittdminen immuunijarjestelmassa on tarkeaa, kun
arvioidaan furin-inhibiittorien mahdollista kaytt6a syopa- ja tu-
lehduslaakkeina.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri 6350 eldinta

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

Furin-T-solupuutteiset hiiret sairastuvat autoimmuniteettiin ja
suolistotulehdukseen noin puolen vuoden idssa. Suolistotuleh-
dus ilmenee hiirten painonlaskuna seka ripulina. Immuunijar-
jestelman aktivaatiokokeessa kemiallinen tulehduksen in-
dusointi voi aiheuttaa vakavaa huonovointisuutta, joka johtaa
eldaimen lopettamiseen. Kokeen jdlkeen eldimet lopetetaan.

Vakavuusluokat: kohtalainen, vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Puolustusjarjestelman solut muodostavat kehittyessdan ja toi-
minnassaan elidssa verkoston, jossa eri solutyypit sdatelevat
toistensa toimintaa eritettdvien kasvutekijoiden ja solujen valis-
ten kontaktien avulla. Yksittdisen immuunivasteen solutyypin
tutkiminen soluviljelmissa ei siten taydellisesti vastaa kokonai-
sen elion immuunihomeostaasin tilannetta. Immuunivasteen



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf

tutkiminen luonnollisessa ymparistossa on valttamatonta, jotta
ymmartaisimme paremmin puolustusjarjestelméan toimintaa
esimerkiksi autoimmuunitautien tai immuunipuutostilojen syn-
nyssa ja immuunipuolustuksessa patogeeneja vastaan.

2. Vahentaminen - Reduction Eldinmaarat pidetdan niin pienina kuin mahdollista, niin etta tu-
Kuinka on varmistettu, etta eldi- | lokset ovat tilastollisesti luotettavia. Tarpeettomat eldaimet lo-
mia kaytetadn mahdollisimman petetaan mahdollisimman varhaisessa vaiheessa, ennen kuin
vahan? ne ehtivat kehittda geenimuunnoksesta johtuvia haittoja. Pro-

jektissa kaytetaan myds solulinjoja ja banaanikarpasia silta osin
kuin se on mahdollista.

3. Parantaminen - Refinement a ja b) Hiiren immuunijarjestelma on hyvin karakterisoitu, ja li-
a) Perusteet eldinlajin valinnalle. | sdksi se nisdakkdana muistuttaa ihmisen immuunijarjestelmaa.
b) Miksi valittu eldinmalli on pa- | Hiirissa furin-geenin toiminta voidaan estda kudosspesifisesti
ras tieteellisten tavoitteiden kan- | Cre-loxP-teknologialla, tdtd menetelmaa ei ole saatavilla muille
nalta? koe-eldinmalleille. Furin-puutteisia immuunijarjestelman solu-
c) Miten eldimille aiheutettu linjoja ei tiedettavasti ole kuvattu.

haitta on tarkoitus minimoida? c¢) Furin-T-solupuutteiset hiiret lopetetaan paasaantoisesti alle
4 kk idssa, jolloin ne eivat ole viela sairastuneet autoimmuni-
teettiin. Toimenpiteiden maara rajoitetaan minimiin, suurin osa
kaytettavista eldimista ainoastaan lopetetaan kudosten tal-
teenottoa varten. Toimenpiteet tehdaan niin etta niista aiheu-
tuu mahdollisimman vahan haittaa eldimille.

Hankkeesta ei tehd3 / tehdiin KYLLA

takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN
Saapumispvm: 12.2.2018, tarkennukset 29.5.2018.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

-Hankkeen tavoitteena on saada arvokasta lisdtietoa puolustusjarjestelman solujen toiminnan ja kehityk-
sen sadtelysta ja luoda pohjaa uusien diagnostisten markkereiden ja ladkkeiden kehitystyodlle. Tassa hank-
keessa keskityttiin erityisesti proteaasi FURINin toiminnan selvittdmiseen T solujen (Cd4cre) sekda makro-
faagien ja neutrofiilien (Lysmcre) toiminnassa.

-kyseessa on pitkdjanteinen tyo, joka on Suomessa aloitettu 2009. Tyo jatkuu edelleen, useita osatavoit-
teita on jo saavutettu, mista osoituksena tieteelliset julkaisut.

-Kaikkia hankeluvassa kuvattuja osatoita ei ole paasty aloittamaan yliopiston lahes 2v jatkuneen eldintila-
remontin vuoksi.

-kaytetyt eldinmallit soveltuvat tahan tutkimukseen erinomaisesti. Seka cd4cre furin KO etta lysmcre furin
KO hiirissa kohdemolekyyli (furin) on deletoitunut tehokkaasti toivotuissa soluissa, eika hiirilld ole geno-
tyypista johtuvia hyvinvointiongelmia ensimmaisten elinkuukausien aikana.

-Koska hiiri on nisdkas ja paljon kaytetty koe-eldginmalli (tietdmys, reagenssit), saadaan sen immunologian
tutkimisesta parhaiten tietoa myo6s ihmisen immuunivasteesta koko organismin tasolla

- Hankeaikana ei tehty luvassa kuvattuja in vivo -kokeita.



Yksityiskohtaisempi tavoitteiden arviointi osahankkeittain:
Osahanke 1:

Olemme kuvanneet mm. FURINin saatelevan auttaja T solujen polarisaatio tapahtumia ja T soluaktivaa-
tiota, ja siihen liittyvaa geeniekspressiota. Jatkamme edelleen eri T solualatyyppien (mm. CD8+ CTL solut,
erilaiset muistisolut) analysointia.

Osahanke 2:

Osoitimme, etta makrofaagien FURIN entsyymi hillitsee tulehdusta kiihdyttavien sytokiinien tuotantoa, ja
parantaa selviytymista LPS-indusoidussa sepsis mallissa tulehduksen akuutissa vaiheessa (eldinkoe toteu-
tettiin edellisen luvan aikana). Jatkossa selvitamme FURINin merkitysta makrofaagien polarisaatio tapah-
tumissa seka neutrofiilien toiminnassa.

2. Millaista haittaa?

Osahanke 1 (CD4cre-furin KO hiiret)

-hiiria kaytettiin ainoastaan kantojen yllapitoon ja lopetetuilta hiirilta kerattiin kudoksia in vitro -kokeisiin,
eikd mitaan hankeluvassa kuvatuista in vivo -kokeista ole tehty. Syy: eldintilojen toimintakatkos.

-ikdantyneilla T-solu furin KO hiirilla ilmeni toisinaan genotyypista johtuvia hyvinvointiongelmia (systeemi-
nen autoimmuunitauti, mm. laihtuminen, ripuli) aikaisemmin kuin hankeluvassa oli arvioitu (4 kk). Kaikki
sairastuneet hiiret lopetettiin hankeluvassa kuvattujen kriteerien taytyttya. Kts. taulukosta hiirimaarat ja
hyvinvointiongelmat.

Osahanke 2 (LysMCre-furin KO hiiret)

-Hiiria kaytettiin ainoastaan kantojen yllapitoon ja lopetetuilta hiirilta kerattiin kudoksia in vitro -kokei-
siin, eikd mitaan hankeluvassa kuvatuista in vivo -kokeista ole tehty. Syy: eldintilojen toimintakatkos, osa
in vivo kokeista on tehty ennen nykyisen hankeluvan alkua, aikaisemman luvan puitteissa.

-Subletaali LPS injektiot on tehty edellisten eldinkoelupiemme aikana. Zymosania ei ole viela milloinkaan
hiiriin pistetty (ei letaali tai subletaaliannoksia).

-sisallytamme letaalikokeen ja subletaalikokeen my6s uuteen hakemukseen, koska niita ei olla tehty zy-
mosan-kasittelylld, eika kaikkia solutyyppeja ole viela pystytty analysoimaan edellisissa kokeissa.

-taman hankeluvan aikana ei tehty kohdassa 6.3. esiin otettua letaalikoetta. Ainoat letaalikokeet lysmcre
hiirilla (LPS-injektio) on tehty edellisten hankelupien aikana vuonna 2012. Naiden kokeiden arvio on ku-
vattu nyt yksityiskohtaisesti kohdassa “muuta”.

| 3. 3R-mahdollisuudet

-olemme kehittdaneet uusia furin puutteisia t solu ja makrofagi-solumalleja, joilla on voitu osin korvata osa
(in vitro, ex vivo) eldinkokeista (replacement&reduction).

-Olemme kayttaneet kemiallisia furin-inhibiittoreita soluviljelyolosuhteissa vahentadksemme eldinkokei-
den (in vitro, ex vivo) tarvetta (replacement&reduction).

-olemme kayttaneen banaanikdrpdsmallia korvataksemme vahentdadksemme hiirieldinkoetarvetta (refi-
nement, replacement)

-olemme lopettaneet furin T solu hiiret padsdantoisesti ennen autoimmuniteetin kehittymista (alle 4kk,
refinement)

-lopetetuista eldimista on keratty talteen useita eri kudoksia, seerumia, ulostenaytteita ja ndma on pakas-
tettu jatkoanalyysia varten, tdma saattaa vahentaa tulevaisuuden eldinmaaria (reduction)



-olemme aikaistaneet inhimillisid lopetuspisteita letaalikokeessa (refinement, vuonna 2012, kts muuta
kohta)

-kaytetyt eldinmaarat ovat olleet huomattavasti suunniteltua alemmat, padasiassa eldinkoetilan remontin
ja vaihtoehtoisten mallien kdyton vuoksi (reduction).

-uudessa eldinkoeluvassa on haettu kaytettavaksi samaa eldinmaaraa kuin v. 2015 luvassa. Tama siksi,
koska suurin osa suunnitelluissa koejarjestelyista on edelleen tekematta eldintilan remontin vuoksi.
-hiiren immuunijarjestelma on hyvin karakterisoitu ja lisaksi se nisakkaana muistuttaa ihmisen immuuni
jarjestelmaa. Hiirissa furin-geenin toiminta voidaan estda kudosspesifisesti cre-loxp teknologian avulla.
Em. seikkojen vuoksi hiiressa tehtavia eldinkokeita ei voida tdaysin koskaan korvata vaihtoehtoisilla mal-
leilla.

-Lukuun ottamatta uusia FURIN-puutteisia solulinjoja, emme ole keksineet uusia 3R-keinoja joilla voisi olla
laajempaa hyddynnettavyytta.

Muuta

Kohdassa 6.3 pyydetyn letaalieksperimentin (osahanke 2) arvio vuonna 2012 tehtyjen kokeiden perus-
teella:

The experiment was performed twice on 10.9.2012 (pilot) and 13.11.2012. For the second experiment,
Eight WT and Eight KO (6-8 weeks) male mice were weighed. Next, they were anesthetized using gaseous
anesthetic (ether) inside of a chemical fume hood. Finally the mice were one time intraperitoneally in-
jected with 25 mg/kg dose of LPS (0111:B4) (the diluent used for the injection was NaCl 0.9%). The mice
were monitored for three days for the following symptoms: lethargy, diarrhea, tachypnea, piloerection,
and conjunctivitis. The symptoms were classified in Low, Moderate and High according to the number and
intensity of the symptoms observed in the mice. Only the mice displaying low and moderate symptoms
were kept until the end of the experiment. Five KO mice and two WT mice died during the first 24h (acute
phase). Two KO mice and three WT mice classified as High were euthanized (CO2 euthanasia cham-

ber) before the end of the experiment. After three days the mice that survived were euthanized in a CO2
euthanasia chamber.

Note: All the mice deceased before 24 h were dissected to exclude internal bleeding as cause of death
due to injection failure. None of the animal displayed signs of internal bleeding.

Johtopdatos: kaikki vakavaa haittaa kokeneet hiiret lopetettiin valittomasti kriteerien taytyttya, vakavan
haitan kesto korkeintaan tunteja (tarkkailu ensimmaisen 24h aikana 2h valein, sen jalkeen 12h valein).
Kohtalaisen haitan kesto korkeintaan 3 vuorokautta. Kokeessa ei tullut odottamattomia haittoja esiin.




Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kayttomaarat ja 3R-soveltaminen
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kayttomaarat eri vakavuusluokissa seka

kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa. Katso vakavuusluokittelun kriteerit: asetus
564/2013 Liite 3.

Osahanke / | Eldinlaji | Tavoitteet | Eldinmaara: | Vakavuus- Millaista vakavin haitta oli? | 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu vihentaa

Toimen- saavutta- | Luvassa arvi- | luokka: Oliko toistuva, mallista aiheu- | tai eldinten hyvinvointia parantaa?

pide minen oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | tuva vai satunnainen Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jatkossa va-

(+/-) allinen / tosiasiallinen hentamaan?

1 hiiri + 5150/689 Arvioitu: Kohta- | Hiirille ei tehty luvassa kuvat- | Tehostamme hiirten seurantaa saadessamme ne
lainen,lieva. To- | tujain vivo toimenpiteita. To- | yliopistolle: mikali autoimmuniteettia kehittyy tois-
siasiallinen (15 dennakoisesti hiirten oirei- tuvasti aikaisemmin kuin oletettu (4kk), aikais-
kpl): 2kpl va- den taustalla ovat olleet ym- | tamme lopetusajankohtaa.
kava, 2kpl lieva, | paristotekijat ja genotyypista | 3R: luomme uusia furin puutteisia solulinjoja ja
11 ei haittaa. aiheutuva autoimmuniteetti | kdytamme inhibiittoreita soluviljelyssa, kaiytamme

ikadntyessa. Oireet tyypilli- tarvittaessa kokeissa banaanikarpasia, pidamme
sesti eri asteinen laihtumi- eksperimenttien koot mahdollisimman pienena,
nen, ripuli, kuivuminen. seuraamme hiirten hyvinvointia.

2 hiiri + 1200/805 Arvioitu: kohta- | Hiirille ei tehty luvassa kuvat- | Tehostamme hiirten seurantaa saadessamme ne

lainen, vakava.
Tosiasiallinen (7
kpl) 4kpl vakava,
3 kpl ei haittaa.

tuja in vivo toimenpiteita. Ge-
notyypista ei ole osoitettu ai-
heutuvan hyvinvointiongel-
mia, todennakoisesti hyvin-
vointi ongelmien taustalla
ovat olleet ymparistotekijat.

yliopistolle. Mikali hiirilla esiintyy toistuvasti hyvin-
vointiongelmia, pyrimme selvittamaan niiden syyt.
3R: luomme uusia furin puutteisia solulinjoja ja
kdaytamme inhibiittoreita soluviljelyssa, kdytamme
tarvittaessa kokeissa banaanikarpasia, piddamme
eksperimenttien koot mahdollisimman pienena,
seuraamme hiirten hyvinvointia




Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kayttamasi 3R-keinot ja pohdi, milla laajuudella keinoja voisi hyédyntaa.
ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyodyntda hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkeja)

Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Aikaisempi paatepiste

Lyhyempi seuranta-aika

X X

X X
Pesamateriaali X X X X
Lisalampo operoinnin jalkeen X X X X
Totuttaminen X X - -
Uudet furin-puutteiset solumallit X X X X
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3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Taytettyna korkeintaan 1-2 sivun mittainen, ks. EU-komission
ohje ja esimerkki. Vastaa vain esitettyihin kysymyksiin. Tarkista, etta vastauksesi ovat ymmarret-
tavia myos lukijalle, jolla ei ole taustatietoja asiasta.

Hankkeen nimi

Autoimmuunitaudin geenihoito herpesvirusvektoreilla

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

EAE, herpes simplex-virus, geenihoito, autoimmuniteetti

Hankkeen tarkoitus

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

Ymparistonsuojelu 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)

Hanke kehittdaa geenihoitoa MS-taudin mallina tunnettuun EAE-
autoimmuunitautiin. Kdytamme herpes simplex-virukseen
(HSV) pohjautuvia, heikennettyja vektoreita viemaan keskus-
hermostoon EAE-tautia parantavia tai lieventdvia immunologi-
sia molekyyleja (mm. Th2-sytokiinit ja kasvutekijat). Tassa hake-
muksessa sana virus tarkoittaa heikennettya geenivektoria,
joka on luokiteltavissa biologiseksi ladkkeeksi. Elimiston vas-
teita virusvektoreille selvitetdan geenihoidon yhteydessa. Tut-
kimuksessa kehitetaan myos perifeerista hoitovirusannostelua
(nenédn kautta annostelu)

invasiivisten annostelujen sijasta. Tyossa selvitetdan HSV-tera-
piavirusten vaikutusmekanismeja seka niiden herattamia im-
muunivasteita, mika edistdaa MS-taudin hoitojen kehitysta.

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

MS-taudin ja sen hoidon tutkimukselle hankkeesta on hyotya
kokonaisuudessaan. Tydssad saadaan myo0s tietoa geenihoidon
virusvektorien pysyvyydesta ja niiden herattamistda immuu-
nivasteista hermostossa, edistden geenihoitotutkimusten tur-
vallisuutta.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
madrat

Hiiri, 300 eldinta

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

Eldimille aiheutuu haittaa taudin indusointiin liittyvista annos-
teluista, virusvektoreiden annosta sekd kuvantamisista. Taka-
raajahalvauksena ilmeneva EAE-tautimuoto korjaantuu hoita-
mattomanakin asteittaisesti kaytettavassa tautimallissa. Taudin
enimmaisvaihe kestaa n 1 viikon ajan, minka jalkeen alkaa as-
teittainen paraneminen myo6s hoitamattomilla eldimilla. Haitta
kohdistuu etenkin geenihoitamattomiin EAE-vertailueldimiin.
Eldimet lopetetaan kunkin kokeen paattyessa.

Vakavuusluokat: vakava



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Immunologista sairautta ja sen immunologisesti vaikuttavaa
hoitoa ei voida mallintaa riittavasti soluviljelmissa ja immunolo-
gista EAE-tautia ja sen hoitoa voidaan tutkia vain eldimessa.
Tyossa kayttdamamme hiirikannat sopivat edustamaan immuno-
logisesti eri tavoin reagoivia MS-potilaita. Organotyyppiset vil-
jelymallit ja soluviljelyt ovat kdytossamme geenihoitovirusten
kehittamisessa jo siind maarin kuin suinkin mahdollista. Virus-
vektorien biologiset ominaisuudet, mm. transgeenien toiminta
ja vektorien replikaatio-ominaisuudet, on jo tutkittu soluviljel-
missd. Varsinaisen EAE-hoitomallin tutkimusta ganglioviljelma-
malli ei korvaa.

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

Virusvektorien levidamisen dokumentaatiossa kaytetaan IVIS-in
vivo-lusiferaasikuvantamista, jolloin tutkittavien eldinten maa-
raa on voitu entisestdadan vahentaa. Tilastollisten arviointien
edellyttamat eldinmaarat on voitu rajata pienimpaan mahdolli-
seen, perustuen aiempaan kokemukseen tallaisista hoitotutki-
muksista.

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) Vaihtoehtoisina eldinmalleina tulisi kyseeseen korkeampien
eldinlajien kaytto, jota pyrimme valttamaan. Hiirta alemmalla
lajilla ei voida EAE-tautimallia saada aikaan.

b) Hiirimallilla voidaan saavuttaa tilastollisen merkittavyyden
edellyttama riittava rinnakkaisten havaintojen lukumaara. EAE-
hiirimalli edustaa ihmisen MS-tautia ja toimii MS-hoitotutki-
musten kokeellisena mallina.

c) Toimenpiteiden yhteydessa kdytetdan anestesiaa ja kipulaa-
kitysta.

Geenihoitamattomia EAE-vertailuhiiria kdaytetdaan pienin riittava
maara. EAE-taudin aikana hiirille annetaan kostutettua ravintoa
ja niita seurataan tiheasti, juomisen ja ravitsemuksen varmista-
miseksi. Odottamattomassa vakavassa tautitilassa eldin lopete-
taan heti.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA

TIEDOT TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 9.11.2018.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeessa voitiin toteuttaa tavoitteista hankkeen alkuvaiheen tavoitteet, mutta ulkopuolisen hankera-
hoituksen vahennyttya ja paatyttya alkuvaiheen jalkeen, tutkimus jadi pienimuotoiseksi ja vain alkuvaihe
voitiin toteuttaa. Alkuperaisia kokonaistavoitteita ei voitu tavoitella eika saavuttaa, eika niita varten
myoskaan kaytetty eldimia tai tehty eldinkokeita.

Hankkeen alkuvaiheen tavoitteet tayttyivat varsin hyvin, silld kokeessa pystyttiin ottamaan kayttoon ja
validoimaan tarkoituksenmukainen EAE-tautimalli-induktio kdyttden kaupallista, standardoitua antigeeni-
tuotetta (Hooke Laboratories, PLP-antigeenikitti). Talla indusoidussa EAE-tautimallissa tapahtuneet immu-
nologiset ilmiot eldinten kudoksissa tutkittiin ja todennettiin lopetettujen hiirten kudosnaytteista labora-
torioanalyyseilla, mm. PCR- ja flowsytometriatesteilla.



Havainto edistaa korvaamisen, vahentamisen ja parantamisen periaatetta, silla nyt on tiedossa standar-
doitu menettely EAE-induktiolle kyseisessa hiirikannassa, ja taudin profiili sekd vakavuusaste ovat nyt tay-
sin ennakoitavissa, eika EAE-induktion optimoimiseen tarvitse kayttaa eldimia.

| 2. Millaista haittaa?

Hankelupapadatdksen mukaan takautuvassa arvioinnissa tulee kertoa, kuinka moni eldin lopetettiin ko-
keessa lopetuskriteerien perusteella, kuinka monelle eldimelle kehittyi astetta 3.5 oleva halvaus ja miten
nopeasti siita toivuttiin.

Hankkeessa kaytettiin hiirid, SIL-kanta CrHSD, naaraita. Lukumaara 30 kpl.

Tutkimuksessa kaytetyn EAE-tautimallin vakavuusasteet:

Yhdellekaan eldimelle ei kehittynyt vakavuusastetta 3.5 tai korkeampiasteista halvausta.
Lopetuskriteerien perusteella yhtakaan eldinta ei tullut lopetettavaksi, vaan lopetukset tapahtuivat ko-
keeseen suunniteltujen ajankohtien mukaisesti.

Vakavuusastetta 3 esiintyi 4 eri hiirelld, kestoltaan kahdella 1 pv ajan ja kahdella 2 pv ajan.
Vakavuusastetta 2.75 esiintyi 3 eri hiirelld; kullakin 1 pv ajan.

Muilla vakavuusasteet olevat valila 1-2.5, viisiportaisella asteikolla. Astetta 2.5 esiintyi enintdaan 2-3 pai-
van ajan kullakin yksil6lla.

Toipuminen tapahtui tyypillisesti hyvin nopeasti, niin etta astetta 2.75-3 olevan hiiret toipuivat 1-2 vuoro-
kaudessa ja viiden vuorokauden kuluessa taudinaste oli alle 2 eli enintdaan hannan velttoutta voitiin ha-
vaita.

3. 3R-mahdollisuudet

Havainto edisti korvaamisen, vahentamisen ja parantamisen periaatetta, silld nyt on tiedossa standar-
doitu menettely EAE-induktiolle kyseisessa hiirikannassa, ja taudin profiili sekd vakavuusaste ovat nyt tay-
sin ennakoitavissa, eika EAE-induktion optimoimiseen tarvitse kdyttaa eldaimia. Kaikki mahdolliset immu-
nologisesti relevantit kudosnaytteet oli otettu lopetuksen jalkeen laboratorioanalyyseja varten, joten
enempien tietojen saaminen ei ole todennakdista. Tutkimuksesta on vireilla tieteellisen julkaisun kasikir-
joitus, joka voidaan saattaa valmiiksi viimeistenkin laboratorioanalyysien valmistuttua, ja julkaistuna EAE-
induktion tiedot ovat jatkossa tiedeyhteison kadytettavissa.



Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kayttomaarat ja 3R-soveltaminen
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kdayttomaarat eri vakavuusluokissa seka
kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa. Katso vakavuusluokittelun kriteerit: ase-

tus 564/2013 Liite 3.

Osahanke / | Eldinlaji | Tavoitteet | Eldinmaara: | Vakavuusluokka: Millaista vakavin 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu
Toimen- saavutta- | Luvassa arvi- | Luvassa arvioitu / tosiasiallinen | haitta oli? vahentaa tai eldinten hyvinvointia pa-
pide minen oitu / tosiasi- Oliko toistuva, mal- | rantaa?
(+/-) allinen lista aiheutuva vai Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jat-
satunnainen kossa vahentamaan?
Hiiri +/- (ks arvioitu 300, | Arvioitu: vakava Mallista aiheutunut, | Jatkossa ei tarvitse tutkia sopivaa EAE-in-
edelld) kaytetty 30 tosiasiallinen: ks edella ja alla; ohimeneva asteen 3 | duktiomallia, vaan validi malli tunnetaan

yksikdan eldin ei saavuttanut va-
kavuusastetta 3.5 (asteikolla O-
5). Lopetuskriteerit eivat reali-
soituneet, vaan lopetukset suo-
ritettiin koesuunnitelman mu-
kaisesti.

564/2013 Liite 3:n mukaisesti
vakavuus vertautui ldhinna koh-
talaiseen asteeseen, ja kyseessa
ei ollut kroonisen toistuvan her-
motulehduksen malli.

lieva takaraajahal-
vaus, kesto 1-2 vrk,
esiintyi 4 hiirella
30:sta.

nyt.




Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kayttamasi 3R-keinot ja pohdi, milla laajuudella keinoja voisi hyodyntaa.
ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyodyntda hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkeja)

Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Aikaisempi paatepiste

Lyhyempi seuranta-aika

Pesdamateriaali

Lisalampo operoinnin jalkeen

Totuttaminen

Validi menettely EAEn induktioon




16

3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA: Taytettyni korkeintaan 1-2 sivun mit-
tainen, ks. EU-komission ohje ja esimerkki. Vastaa vain esitettyihin kysymyksiin. Tarkista, etta

vastauksesi ovat ymmarrettavia myos lukijalle, jolla ei ole taustatietoja asiasta.

Hankkeen nimi

Transgeenisten hiirilinjojen karakterisointi ja ladkeaihioiden te-
hon testaaminen tarkkaavaisuus-, oppimis- ja muistitoimin-
noissa kosketusnayttéén perustuvissa testeissa

Hankeluvan kesto

Kolme vuotta

Avainsanat

kognitio, hiiri, prekliininen ladkeainetutkimus

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Ei
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)

Useissa sairauksissa kuten esim. Alzheimerin ja Parkinsonin tau-
dissa ja skitsofreniassa kdytdssa olevat hoidot tehoavat huo-
nosti tarkkaavaisuus-, muisti- ja oppimishairidihin. Prekliinisten
eldinkokeiden tarkoituksena on edesauttaa mahdollisen ihmis-
kayttoon soveltuvan lddkeaineen 16ytymista ja sita kautta hel-
pottaa yksilon hyvinvointia ja tuoda yhteiskunnallista hyotya.

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 ladkekehitystyossa kliinisiin kokei-
siin ja myohemmin ladkkeeksi. Tutkimukset tuottavat myos
uutta tietoa kosketusnayttéon perustuvien tutkimusmenetel-
mien soveltuvuudesta kognition testaamisessa hiirilla.

Kaytettavat eldinlajit ja elain-
maarat

Hiiri, 2 400 eladint3

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

Tutkimuksessa kaytettavista geenimuunnoksista aiheutuu vaka-
via motorisia haittoja. Eldimet suorittavat kosketusnayttoon pe-
rustuvassa laitteistossa (TouchScreen apparatus) oppimis- ja
muistitesteja. Testeista ei aiheudu kipua tai merkittavaa muuta
haittaa eldimille. Kaytettavat lddkeaihiot annetaan eldimille
yleensa injektioina, mistd aiheutuu vain lievaa lyhytaikaista ki-
pua tai haittaa. Eldinten motivaatiota tehtdvien suorittamiseen
lisatadn rajoitetulla ruokinnalla ja ruokapalkinnolla. Kayttayty-
mistestien lisdksi eldimille voidaan suorittaa kuvantamismit-
tauksia ja niiltd voidaan ottaa verinaytteita. Eldimet lopetetaan
tutkimusten loputtua.

Vakavuusluokat: vakava



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Recommendations%20for%20NTS.pdf

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Uusien ladkeaihioiden tehoa tai vastetta seka turvallisuutta voi-
daan tutkia luotettavasti vain koe-eldainmalleissa ennen kliinisia
kokeita. In vitro ja in silico mallit tukevat ja voivat auttaa koe-
elain tutkimusten suunnittelussa ja ennustamisessa, mutta kor-
keampien aivotoimintojen hairidita ei pystyta mallintamaan
korvaavilla menetelmilla.

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

Koeasetelmissa ryhman sisdinen variaatio minimoidaan malli-
validaatiotyolld, joka maarittelee tilastollisesti tarvittavat ryh-
makoot (voima-analyysi) ja joka maarittaa koe-eldinten kayton
maaran kussakin koeasetelmassa. Uusinta teknologiaa edus-
tava kosketusnayttolaitteisto mahdollistaa usean kognitiota
mittaavan testin opettamisen eldimelle (eldintad voidaan kayt-
tda useassa testissa), mika vahentaa merkittavasti hankkeessa
tarvittavien eldinten maaraa.

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 ladkeaihion tehosta
ja turvallisuudesta ovat hyvat. Alemmilla selkdrankaisilla tai in
vitro -menetelmin ei voida saada samanlaista tietoa uusien |3a-
keaihion tehosta, koska kyseiset menetelmat eivat ole riitta-
vasti tutkittuja, eivatka yleisesti hyvaksyttyja ja kaytettyja.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA

Saapumis pvm: 27.11.2018.

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli karakterisoida eri transgeenisia hiirikantoja kosketusnadyttoon perustuvassa op-
pimista ja muistia mittaavissa testimenetelmassa ja kehittdaa uusia tehokkaita hoitomuotoja eri neurode-
generatiivisiin ja psykiatrisiin tauteihin eli edesauttaa potentiaalisten ladkeaineiden etenemista kliinisiin
kokeisiin. Hiirikantojen karakterisoinnista saatiin merkittavaa uutta tietoa kantojen soveltuvuudesta kos-
ketusndyttdpohjaisiin testeihin. Tutkimusmallit toimivat odotetusti ja niiden avulla voitiin arvioida luotet-
tavasti testattujen lddkeainekandidaattien tehoa.

Oman validaatiotydn osalta saavutettiin myos tavoitteet: kehitettyja menetelmia ja tutkimusmalleja voi-
daan kayttaa varsinaisessa ladkekehitystydssa yhdessa asiakkaiden kanssa. Kaytettavat eldin- ja tutkimus-
mallit soveltuvat tahan tutkimukseen.

| 2. Millaista haittaa?

Hanke oli arvioitu vakavuusluokaltaan vakavaksi. Kokonaisuudessa hankkeessa kaytettiin suunniteltuun
nahden vahan eldimia (267/2400 hiirta).



Eldimille suoritettiin seuraavia toimenpiteita: eldinten paastotus kosketusnayttotestin ajan (85-95% nor-
maalipainosta), eldinten ladkinta systeemisesti (kirurgisia menetelmia vaativia ladkintatekniikoita ei kay-
tetty), kosketusnayttotestaus testijakson ajan (maksimissaan n. 2 kk pituinen aika riippuen protokollasta),
kuvantamismittaukset anestesiassa, verindytteiden otto ja muut non-invasiiviset kdyttaytymistestit. Tutki-
muksessa ei kdytetty transgeenisia hiirilinjoja, joilla esiintyy hyvinvointiongelmia tai motorisia haittoja.
Kaikki toimenpiteet onnistuivat suunnitellusti eika yllatyksia havaittu. Eldimia ei jouduttu lopettamaan lo-
petuskriteerien perusteella eika eldimia |6ydetty kuolleena. Koska tutkimuksessa ei kaytetty hyvinvointi-
ongelmia omaavia hiirikantoja, eldaimille koituva tosiasiallinen haitta jai vahaisemmaksi. Paaston takia tosi-
asiallinen vakavuusluokka arvioitu kaikille eldimille kohtalaiseksi.

| 3. 3R-mahdollisuudet

Hankkeiden suunnittelussa on otettu huomioon tutkimusmalleihin liittyva aikaisempi tuotekehitystyo.
Tuotekehitystydn pohjalta testiryhmien koko on pyritty minimoimaan samalla kuitenkin turvaten riittava
ryhmakoko tilastollisen merkitsevyyden saamiseksi.



Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kdyttomaarat ja 3R-soveltaminen
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kayttomaarat eri vakavuusluokissa seka
kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa. Katso vakavuusluokittelun kriteerit: ase-
tus 564/2013 Liite 3.

Osahanke / | Eldinlaji | Tavoitteet saavuttaminen Eldinmaara: | Vakavuus- Millaista vakavin haitta | 3R-keinot: miten eldinmaaria on
Toimen- (+/- Luvassa arvi- | luokka: oli? voitu vahentaa tai eldinten hyvin-
pide oitu / tosiasi- | Luvassa arvi- Oliko toistuva, mallista vointia parantaa?
allinen oitu / tosiasi- | aiheutuva vai satunnai- Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin
allinen nen jatkossa vdahentamaan?
Osahanke 1 | Hiiri Kaytetyt tutkimusmallit toi- Arvio: 2400 Arvio: vakava / | Haitta odotettu vahai- Tutkimuksia suoritettu lupakaudella
mivat odotetusti ja kokeista hiirta tosiasiallinen: | sempi, koska tutkimuk- hyvin vahan.
saatiin luotettavia tuloksia. Tosiasialli- kohtalainen sessa ei kaytetty trans-
Testattujen ladkeainekandi- nen: 267 geenisia hiirilinjoja, joilla | Testiryhmien koko pyritty minimoi-
daattien tehoa pystyttiin arvi- | hiirta esiintyy motorisia ongel- | maan aikaisempien tutkimustulosten

oimaan luotettavasti.

Tutkimusmenetelmat koske-
tusnayttoon perustuvalla lait-
teistolla kayttaen erilaisia hii-
rilinjoja pystytetty onnistu-
neesti.

mia tai muita hyvinvoin-
tiongelmia. Vakavin
haitta eldimille muodos-
tui pitkasta seuranta-
ajasta rajoitetulla ruokin-
nalla. Muut haitat odo-
tusten mukaisia: ladkeai-
neen annostelu, kuvan-
tamismittaukset, muut
kayttaytymistestit, veri-
naytteet, lopetus.

pohjalta.

Hankkeessa ei kaytossa transgeeni-
sid hiirilinjoja, joilla esiintyy motori-
sia ongelmia tai muita hyvinvointion-
gelmia.

Hankkeessa ei kaytetty kirurgisia
menetelmia vaativia lddkeaineiden
annostelumenetelmia.

Eldinten huolellinen ja jatkuva pai-
nonseuranta.

Lautakunta pyysi selvittamaan kuinka moni eldin jouduttiin lopettamaan ennenaikaisesti lopetuskriteerien perusteella. Ndita eldimia ei hankkeessa ollut

yhtaan.




Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista: listaa kayttamasi 3R-keinot ja pohdi, milld laajuudella keinoja voisi hyodyntaa.
ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyodyntda hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkeja) Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Mallivalidaatio ryhmakokoanalyysia varten | x

X

Eldinten huolellinen ja jatkuva painonseu- | x
ranta rajoitetun ruokinnan aikana.

X




