2019 — YLEISTAJUISET TIIVISTELMAT JA TAKAUTUVAT ARVIOINNIT TUTKIMUS-
HANKKEISTA, JOISTA LAUTAKUNTA ON MAARANNYT TAKAUTUVAN ARVIOINNIN
TEHTAVAKSI HANKKEEN PAATYTTYA.

Hankkeet on hyvaksytty vuosina 2014 — 2017. Hanke voi saada voimassaolon jatkoluvan perus-
telluista syistd, jolloin takautuva arviointi siirtyy jatkoluvan paattymisen ajankohtaan.
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3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Tiytettyna korkeintaan 1-2 sivun mittainen

Hankkeen nimi

Tutkimus BLL-syndrooman patogeneesista GM-hiirilla

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

geenivirhe, monielinsairaus, gm-hiiri

Hankkeen tarkoitus

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

Ympdristonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden | Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

Tutkimuksessa pyritdan selvittdamaan askettdin Pohjois-Suo-
mesta loytamamme aikaisemmin tuntemattoman taudin synty-
misen syyta ehkaisya (tyonimi “BLL-syndrooma”). Kyseessa on
yhden geenin mutaation aiheuttama tauti, jonka olemme I6yta-
neet kolmelta lapselta. Oireet alkavat muutaman kuukauden
idssa aikaisemmin terveelld, imevaisikaisella lapsella. Lapsen ke-
hitys taantuu, ja lapsi saa vakavia keskushermosto-oireita. Ta-
man lisdksi lapselle kehittyy hengitysvaikeuksia ja muiden elin-
ten toiminnan hairioita. Huolimatta aktiivisesta hoidosta, kaikki
kolme lasta, jotka syntyivat kahteen perheeseen, menehtyivat
kahden vuoden ikddn mennessa. Ruumiinavausnaytteissa todet-
tiin aivoja, keuhkoja, maksaa, suolistoa, aistinelimia ja muita eli-
mia vahingoittavia vaikea-asteisia muutoksia. Olemme tutkineet
ndiden kahden perheen sairaiden ja terveiden lasten ja tervei-
den vanhempien perimaa yksityiskohtaisesti. Tutkimuksen pe-
rusteella on l6ytynyt yhdesta erittdin huonosti tunnetusta gee-
nistd kaksi geenimuutosta (mutaatio). Toinen periytyessaan
isaltd ja toinen aidiltd on ilmeisesti aiheuttanut tdman vakavan
taudin. Meilld on vahva syy epailla ettd kyseessa on uusi, suoma-
laiseen tautiperintoon kuuluva, piilevasti periytyva tauti. Tutki-
mukset ovat edelleen kesken (J. Uusimaa, et al. kasikirjoitus).

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

Koska I6ytamamme tauti vaikuttaa dramaattisesti sitd sairasta-
vien lasten ja perheiden elamanlaatuun ja koska tautia ei nyky-
tiedon valossa voida ehkaista, on tarkeaa etta sita koskevat, tau-
din syntyyn ja ehkaisyyn tahtaavat tutkimukset tehdaan viipy-
matta. Eldinkokeen tarkoituksena on selvittaa BLL-syndrooman
syntymismekanismeja, ehkaisyd ja ennakointia. Talld on suuri




merkitys perheille, joissa tautia esiintyy. Saatujen tulosten avulla
pyritdan vahentamadan kuolleisuutta ja parantamaan elaman
laatua. Tutkimusprojekti tuottaa perustietoa geenistd, jonka
elintoiminnoille valttamatonta merkitystd ei vield tunneta ja
joka voi altistaa muille, yleisemmille sairauksille.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri 1500 eldinta

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

Siirtogeeniset hiiret, joilta puuttuu vastingeenin toiminta ja vas-
tinkromosomissa oleva toinen geeni toimii normaalisti, ovat ih-
misilta saadun tiedon perusteella oireettomia. On todenna-
koista etta molempien geenikopioiden puuttuminen aiheuttaa
syntyman jalkeen etenevan ja kuolemaan johtavan aivo-keuhko-
maksa-sairauden. Tutkimuksen ensimmaisessa vaiheessa elai-
mia seurataan syntyman jalkeen ja hiiret lopetetaan valitt6-
masti, mikali todetaan vakavia haittoja (hengitysvaikeus, sisaan-
vetdymat rintakehalld, nopeutunut hengitys, sinertyminen, kou-
ristukset, poikkeava kayttaytyminen tai asento). Kokeen toisessa
vaiheessa eldaimet lopetetaan tietyn ikdising, ja korkeintaan juuri
siind iassa jolloin oireita ei viela todettu. Kudosnaytteet tutki-
muksia varten kerataan lopetetuilta eldimilta.

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

Kummassakin vastingeenissa mutaatiota kantavat lapset sairas-
tuivat tautiin, joka aiheutti useiden elinten toiminnan hairiota ja
kuoleman. Vain yhden mutaation kantajat ovat terveita. Eldin-
kokeiden avulla voimme kadyttda monipuolisia koejarjestelyja
mukaan lukien mahdollisesti hoitokokeita, joilla pyritdaan ehkai-
semaddn oireiden ilmaantumista. Vastaavat kokeet eivat ole
mahdollisia ihmisilla. Soluviljelytekniikat ja niista kehittyneim-
mat, nanotekonogiaan perustuvat elinmallit vaativat lisdkehitte-
lya. Edelleen kantasoluteknologia on hoito joka nayttaa tehoa-
van muutamaan tuhansista yhden geenin sairauksista.

2. Vahentaminen

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

2. Reduction

Kaytettavien koe-eldinten maara on niin pieni kuin mahdollista
tulosten tilastollisen luotettavuuden saavuttamiseksi. Rinnalla
kdytetaan ei-korvaavia, potilaista eristetyilla ja viljellyilla soluilla
tehtyja tutkimuksia. Edelleen pyrkimyksena on tehda
geenideleetiokokeita alemmilla eldinlajeilla (banaanikdrpanen,
seeprakala).

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

Hiiri on paljon kaytetty eldin, koska sen lisddantymisbiologia ja
erityisesti kdytettavissa oleva biologinen hiiriteknologia tekevat
siitd kaytannossa ainoan mahdollisen tahan tutkimukseen
soveltuvan eldinmallin. Nisakasmallin lisdksi seeprakala tai
banaanikdrpdanen ovat kayttdkelpoisia tutkimusmalleja, mutta
niista saatava informaatio on heikommin sovellettavissa
ihmiselld esiintyvan taudin ehkaisyyn.

Jos eldimellad havaitaan elinaikanaan tai kokeen kuluessa kipua
tai tuskaa (epanormaali asento ja liikkuminen, epdnormaali




kayttaytyminen, levottomuus, liikkkumattomuus, hengityksen
tihentyminen, kouristukset), se lopetetaan pian oireiden
alkamisesta ja tutkimukset suunnataan nuorempiin eldimiin,
joilla ei havaita kliinisia oikeita. Verindyte otetaan nukutetulta
eldaimelta ja varsinaiset analyysit tehddan lopetetuilta eldimilta
keratyista kudosnaytteista.

Hankkeesta ei tehdi / tehdiin KYLLA
takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 14.11.2019. Arviointi ESAVI 19.11.2019.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Tutkimuksessa pyritdaan selvittamaan askettain Pohjois-Suomesta [6ytamamme aikaisemmin tun-
temattoman taudin syntymismekanismeja, ehkaisya ja ennakointia (tyonimi "BLL-syndrooma”, uu-
delleen nimetty Finca-tauti). Saatujen tulosten avulla pyritaan vahentamaan kuolleisuutta ja pa-
rantamaan elaman laatua. Tutkimusprojekti tuottaa perustietoa geenistd, jonka elintoiminnoille
valttamatonta merkitysta ei vield tunneta ja joka voi altistaa muille, yleisemmille sairauksille.
Kokeissa kaytetty poistogeeninen hiirilinja oli letaali jo varhaiskehityksen aikana, ennen 2,5 dpc,
mahdollisesti jo aiemmin. Heterotsygoottiset hiiret olivat oireettomia koko seuranta-ajan. Samoin
kuin ovat heterotsygoottiset ihmiset. TG-hiiressa mukana olevan LacZ-reportterigeenin avulla
saimme tarkeaa tietoa geenin translaatiosta. Linjaa tutkimalla in vitro fertilisaation avulla voimme
selvittd missa vaiheessa hedelmoitysta Nhlirc2 vaaditaan.

2. Millaista haittaa?

Koska poistogeenin homotsygootti johti varhaiseen kehityksen pysdahtymiseen ja heterotsygootit
olivat oireettomia, hiiret eivat kokeneet kipua tai haittaa.

3. 3R-mahdollisuudet ‘

Kokeen eldinten maaraa pystyttiin vahentamaan huomattavasti fenotyypin puuttumisen takia.
Nhlrc2 proteiinin toimintaa voidaan selvittaa solulinjoilla ja IVF kokeilla tutkia varhaiskehitystd/he-
delmoitysta. Solujen valisia ja kudoskohtaisia kokeita varten hiirikokeille ei kuitenkaan ole korvaa-
via kokeita. Tata varten on luotu uusi TG-linja, jossa on pistemutaatio (eri luvalla), jonka johdosta
noin 10% normaalista proteiinin maarasta tuhoutuu.

Muuta




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 vihen-

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

pide minen oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | tuva vai satunnainen Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jatkossa
(+/-) allinen / tosiasiallinen vahentamaan?

Tutkimus Hiiri - 2100/532 vakava/ ei hait- | poistogeeniset eivat kehitty- | kokeiden hiiri maarat vahenivat, koska tarvitta-

BLL-syn- taa neet 2,5dpc asti ja hete- vat tulokset saatiin pienemmalla hiiri maaralla.

drooman rotsygooteilla ei ollut feno-

patogenee- tyyppia

sista GM-

hiirilla

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 hyédyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkeja)

Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Aikaisempi paatepiste

X

X

eldin maaran vahentadminen

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

Suolistotulehduksen mekanismit ja lieventaminen

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

suolitulehdus, tulehduksellisten suolistosairauksien malli,

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla
Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisaateinen kaytto ja rutiinituotanto Kylla,Ei
Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden | Kyll3,Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Kylla,Ei
Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Kyll3,Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Kylla,Ei
Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Kylla,Ei

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

Taman projektin tarkoitus on tutkia, miten ravintotekijoilla, 1a3ak-
keilla ja kantasoluhoidoilla voidaan estaa tai korjata suoliston tu-
lehdusta ja suoliston limakalvoesteen hairiéta, voidaanko suolis-
tovauriota ennustaa lapaisevyysmittauksilla ja selvittaa tarkem-
min tulehduksen mekanismeja.

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

Kokeiden tuloksia voidaan soveltaa ihmisten suolistotulehduk-
sien oireiden lievittamiseksi. Kokeissa on tarkoitus kdyttaa suo-
listotulehduksen malleja, joiden avulla saadaan tietoa tulehduk-
sen mekanismeista. Mallien avulla voidaan etsia uusia hoito-
muotoja tulehduksien lievittamiseksi. Hanke on prekliinista tut-
kimusta, jonka tulosten tavoitteena on |0ytaa tulehdusta lievit-
tavia aineita, joita voisi soveltaa kliiniseen kayttoon.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
madrat

Hiiri 1250, rotta 1250

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

Verindytteiden otot, verenpaineen mittaus ja injektiot aiheutta-
vat eldimille lievaa, lyhytaikaista haittaa. Suolitulehdus aiheut-
taa eldimille kohtalaista haittaa, joka pyritdaan pitamaan mahdol-
lisimman lyhyena. Kaikki kokeessa kaytetyt eldimet lopetetaan,
ja niilta kerataan kudosnaytteita.

Vakavuusluokat: kohtalainen

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Kokeet ovat soveltavia ja prekliinisia kokeita. Suolisto on moni-
mutkainen elinjarjestelmd, jonka toimintaa ei voida jaljitella
kattavasti esim. solumalleissa. Hiiret ja rotat nisdakkaina sovel-
tuvat kokeisiin hyvin ja niille on olemassa useita tulehdusmal-
leja.

2. Viahentdminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, ettd elai-
mid kdytetadn mahdollisimman
vahan?

Ryhméakoko on valittu kokemuksen mukaan mahdollisimman
pieneksi. Yhden osahankkeen materiaalia voidaan kayttaa mo-
nessa tutkimuksessa, mika vahentda kaytettyjen eldinten koko-
naismaaraa lissamatta toimenpiteita eldimille.



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

3. Parantaminen - Refinement a) Hiiren ja rotan fysiologia vastaa riittdvassa maarin ihmisen
a) Perusteet eldinlajin valinnalle. | fysiologiaa, jotta hankkeen prekliiniset tavoitteet tayttyvat. Hii-
b) Miksi valittu eldinmalli on pa- | ret ja rotat soveltuvat kokeisiin hyvin ja niille on olemassa

ras tieteellisten tavoitteiden kan- | useita tulehdusmalleja.

nalta? b) Mallit on valittu niin, ettd hankkeen tuloksia voidaan hyo-

c) Miten eldimille aiheutettu dyntdaa mahdollisimman hyvin kliinisessa tutkimuksessa.

haitta on tarkoitus minimoida? c) Kokeet pidetadan mahdollisimman lyhyina ja limakalvotuleh-
dusta indusoivien aineiden annostelu mahdollisimman pienena
ja eldinten tilaa seurataan jatkuvasti.

Hankkeesta ei tehd3 / tehdiin KYLLA
takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN
Saapumispvm: 8.4.2019, arviointi ESAVI 12.9.2019.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Osahanke 1: Syovan sytostaattihoidon aikaisen suolistotoksisuuden mekanismit ja estaminen

Hankkeen paatavoitteena oli tutkia sytostaattien aiheuttamia suolistovaikutuksia ja 16ytaa niiden
vakavuuteen vaikuttavia mekanismeja. Tassa tavoitteessa onnistuimme hyvin ja kdayttamamme
eldinmallit olivat tahan sopivia.

Osahanke 2: Suolitulehduksen mekanismit ja hoito tulehduksellisten suolistosairauksien mallissa

Hankkeen tavoitteina oli tutkia suolistotulehduksen vaikutuksia paikalliseen reniini-angiotensii-
nijdrjestelmaa ja selvittaa siihen kuuluvan ACE-entsyymin eston seka kantasoluhoidon sopivuutta
ja tehoa suolistotulehdusta hillitsevina tekijoind. Hankkeessa BALB/C-hiirille aiheutettiin suolisto-
tulehdus dekstraanisulfaatilla (DSS). Malli sopi ndihin tutkimuksiin hyvin ja asetetut tavoitteet
pystyttiin saavuttamaan.

2. Millaista haittaa?

Osahanke 1: Syovan sytostaattihoidon aikaisen suolistotoksisuuden mekanismit ja estaminen

Sytostaattien aiheuttama haitta riippui hyvin paljon annetusta sytostaatista sekd sen annoksesta.
Vatsaonteloon pistetty 5-Fluorourasiili annoksella 150 mg/kg aiheutti selkeda painon laskua (noin 5
% kolmantena padivana pistoksesta) seka lievaa ripulia, mutta ei muita merkittdvia haittoja. Tama
annos vaikuttaa siis varsin hyvin siedetyltd. Irinotekaani aiheutti selkedsti vakavamman haitan,
mutta sen siihen vaikutti kdytetty annos. Vatsaonteloon pistetty irinotekaani annoksella 100 mg/kg
aiheutti 24 h 5 % painon laskun ja ripulia, mutta paino ei laskenut enaa tasta, vaan lahti jopa nousun
kolmantena paivana. Talla annoksella nayttaisi siis aiheutuvan lyhytkestoinen haitta, josta eldin toi-
puu kahdessa paivassa. Vatsaonteloon pistetty irinotekaani annoksella 200 mg/kg aiheutti pienem-
pdan annokseen verrattuna samanlaisen paivdakohtaisen painonpudotuksen (noin 5 %), mutta elai-
met eivat osoittaneet merkkeja toipumisesta, vaan 72 h kuluttua eldimet olivat menettaneet noin
15 % lahtopainostaan. Eldimissa oli myds havaittavissa selkeitd stressin merkkeja (esim. punasilmai-
syys). Tata annosta tulisikin mielestimme kayttaa harkiten ja kokeen kesto pistoksen jalkeen on
syyta rajata maksimissaan 72 h, jolloin eldimen kokema haitta jaa suhteellisen lyhytkestoiseksi.



Kokonaisuudessaan arvioimme 66 eldimen kokeneen kohtalaista haittaa ja 44 eldimen kokeneen
lievaa haittaa tdssa osahankkeessa. Tdma vastaa mielestamme hankeluvassa kuvattua vakavuus-
luokkaa. Yhtaan eldinta ei tarvinnut lopettaa ennenaikaisesti lopetuskriteereiden perusteella.

Osahanke 2: Suolitulehduksen mekanismit ja hoito tulehduksellisten suolistosairauksien mallissa

(DSS aiheutti kuuden (n=24) tai seitseman paivan (n=32) annostelun aikana lievaa tai kohtalaista (0
- 11,4%) painon laskua, ripulia ja veriulosteita. Viimeisen vuorokauden aikana osalla eldimista esiin-
tyi kipua tai stressia, mika ilmeni karvan porrodntymisena, mutta muuten normaalina kayttaytymi-
sena (ei silmien siristysta tai kumaraa asentoa). Arvioimme naiden eldinten haitan olleen kokonai-
suudessaan kohtalainen.

Kuuden vuorokauden DSS-annostelu ja sitd seuraava seitseman vuorokauden toipumisjakso (n=30)
aiheutti osalle eldimista voimakkaampaa painon laskua (0 — yli 20%) toipumisjakson aikana, mutta
muuten suolistotulehduksen aiheuttamat oireet olivat kuten edelld. Suurimmalla osalla eldimista
paino alkoi toipumiskauden aikana nousta. Eldimille annettiin kaksi laskimonsisaista injektiota kaa-
suanestesian aikana, mista arvoimme eldimille aiheutuneen lievaa haittaa. Kolme eldinta jouduttiin
lopettamaan ennen kokeen paattymista voimakkaan painon laskun ja selkean kivuliaisuuden (kyy-
ristynyt asento, hidas liikkuminen, siristyneet silmat) seurauksena. Naiden kolmen eldimen haitan
arvioimme olleen vakava ja muiden osalta kohtalainen. Mallissa, jossa eldinten annetaan toipua tu-
lehduksesta, DSS-annostelun aikaa tulisi lyhentda arviomme mukaan vuorokaudella (5 vuorokautta
DSS-annostelua).

Lapadisevyysmittauksia, metaboliahdkityksida, verenpaineen mittauksia tai verindytteiden ottoa ei
suoritettu samoille eldimille, joille oli aiheutettu suolistotulehdus.

3. 3R-mahdollisuudet

Osahanke 1: Syovan sytostaattihoidon aikaisen suolistotoksisuuden mekanismit ja estaminen

Sytostaattien suolistotoksisuuden nayttaisi vaikuttavan metaboliset muutokset seka suolistomikro-
biston muutokset, joten sen tutkiminen muilla malleilla on hankalaa. Sytostaatteja kaytettaessa on
kiinnitettava erityista huomiota ladkkeen annokseen seka kokeen kestoon. Malli nayttdisi olevan
kuitenkin suhteellisen toistettava, jolloin eldinmaaraa voidaan joissakin tapauksissa vahentaa,
koska vaste on samanlainen kaikissa eldimissa.

Osahanke 2: Suolitulehduksen mekanismit ja hoito tulehduksellisten suolistosairauksien mallissa

Prekliinisia kokeita suolistotulehdusta lievittavista hoidoista ei pystyta tekemaan korvaavilla mene-
telmilla, mutta yhdistimme mekanistiset kokeet prekliinisiin kokeisiin vahentden nain kaytettavien
elainten maaraa. Vaikka DSS-mallia pidetaan hyvin toistettavana, kokemuksemme mukaan eldinten
valilla on kuitenkin eroja tulehdusmuutosten voimakkuudessa, mika asettaa rajoja eldinten vahim-
maismaaralle ryhmaa kohden ja jopa lisda painetta pienelle lisdykselle tulevissa kokeissa (n=10-12
per ryhma). Lapaisevyysmittauksia, metaboliahdkityksia, verenpaineen mittauksia ja verindytteiden
ottoa ei katsottu valttamattomaksi eldimille, joille oli aiheutettu suolistotulehdus, joten niita ei
myoskaan kyseisille eldimille suoritettu, mika vahensi eldinten kokemaa kokonaishaittaa. Lopetus-
pisteita ei kokemuksemme perusteella kyseisellad hiirikannalla voi aikaistaa, koska suolistotulehduk-
sen kehittymiseen menee aikaa. Eldimien oireiden ilmestymista kannattaakin seurata ja mahdolli-
suuksien mukaan jatkaa DSS-annostelua, kunnes riittavat oireet havaitaan.



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: asetus 564/2013 Liite 3.

Osahanke / Eldin- | Tavoitteet | Eldinmaara: | Vakavuus- Millaista vakavin haitta oli? 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu
Toimenpide | l3ji saavutta- | Luvassa arvi- | luokka: Oliko toistuva, mallista aiheutuva vai sa- vahentaa tai eldinten hyvinvointia pa-

minen oitu / tosiasi- | Luvassa ar- | tunnainen rantaa?

(+/-) allinen vioitu / to- Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin

siasiallinen jatkossa vdahentamaan?
1: Irinote- rotta |+ 300/ 50 kohtalainen | Mallista aiheutui selkeaa painonlaskua (5 Haittaa voidaan vahentaa lyhentamalla
kaani 200 / kohtalai- % / pdiva), ripulia ja stressikdyttaytymista. | pistoksen jalkeista aikaa kolmesta pai-
mg/kg nen vasta esimerkiksi kahteen paivaan
1: irinote- rotta |+ 300/ 10 lieva / koh- | Mallista aiheutui painonlaskua (5 % / Pienempi annos aiheutti selkeasti va-
kaani 100 talainen paivad), mutta 72 h pistoksesta eldinten hemman haittoja ja sitd voidaan eh-
mg/kg paino lahti nousuun. kdpa soveltaa toksisuuden paranemi-
sen tutkimiseen.

1:irinote- rotta |+ 300/ 16 kohtalainen | Mallista aiheutui selkeaa painonlaskua (10 | -
kaani 100 / kohtalai- % 72 h jalkeen) ja lievaa ripulia. Haitat
mg/kg + 5- nen nayttivat aiheutuvan 100 mg/kg irinote-
fluorourasiili kaanista ja eldinten kunto parani jo kol-
150 mg/kg mantena paivana.
1: 5-fluo- rotta |+ 300/8 lieva / koh- | Mallista aiheutui painonlaskua (5% 72 h -
rourasiili 150 talainen pistoksesta) seka lievaa ripulia.
mg/kg
1: biologiset rotta |+ 300/8 lieva / koh- | Ei havaittavissa olevia haittoja. -
ladkkeet talainen
1: metabo- rotta |+ 600/ 110 lieva / koh- | Yksilollista vaihtelua haitoissa, osa ndyttaa | Kehittamalla metodeja siten, ettd me-
liahakitys 24 talainen reagoivan metaboliahadkkiin voimakkaam- | taboliahakitys voidaan korvata muilla
h min kuin toiset, haitat |ahinna stressikdayt- | metodeilla. Eldimet myo6s osoittivat tot-

taytymista ja lievaa painonlaskua.

tuvansa hakitykseen, koska yleisesti ot-
taen stressimerkit havisivat toisella ker-
ralla.




2: 3% DSS 6-7 | hiiri + 112/56 kohtalai- Mallista johtuva veriripuli ja karvan porhis- | Lopetuspisteen arviointi koekohtaisesti.

vrk nen/kohta- | tymien Turhien toimenpiteiden valttaminen.
lainen

2:3% DSS 6 hiiri + 96/30 kohtalai- 3/30 mallista johtuva kivuliaisuus, josta ai- | Koeasetelmaa ei toistettu, mutta an-

vrk + vesi 7 nen/kohta- | heutunut vakava haitta, muilla kohtalai- nosteluaikaa kannattaa lyhentaa.

vrk lainen nen

2: Laskimon- | hiiri + 96/40 lieva/lieva Osalle hiirista jouduttiin aiheuttamaan Hiiria pidettiin lampokaapissa hantalas-

sisdinen in- useampi pistoskohta kimoiden laajentamiseksi ennen anes-

jektio kaa- tesiaa. Hiirien injektiopaikallakin kan-

suanseste- nattaa pitaa lampoémattoa suoneen

sian aikana osumista helpottamaan.

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 hyodyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkeja) Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa | Yleisesti sovellettava | Julkaistaan tuloksia raportoitaessa
sovellettava

Aikaisempi paatepiste

Lyhyempi seuranta-aika X X
Totuttaminen X - -
Lyhyempi annostelu 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

Bakteerien taudinaiheutuskykyyn vaikuttavat tekijat kalanvilje-
lyssa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Kalanviljely, tauti, kala

Perustutkimus Kylla
Translaatio- tai soveltava tutkimus Ei
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)

Hanke selvittaa kalanviljelyssa esiintyvien tautien levidmiseen ja
taudinpurkauksien esiintymiseen vaikuttavia tekijoita, seka tau-
dintorjuntamenetelmien soveltuvuutta eri olosuhteissa.

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

Tutkimuksen avulla voidaan ymmartaa kuinka taudit leviavat ka-
lanviljelyssa ja kuinka eri taudinaiheuttajien esiintyminen ja ym-
paristotekijat vaikuttaa taudinkuvaan. Nama tutkimusaiheet
tuovat uutta tietoa tautiepidemioiden puhkeamisesta ja tuloksia
voidaan kayttda ennustamaan tautien esiintymista tuotan-
toeldimissa ja muissa tiheissa populaatioissa. Lisaksi, tutkimus-
tuloksien avulla voidaan kehittdaa taudinaiheuttajien spesifista
torjuntaa.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Kirjolohi 10 000, seeprakala 6 000 eldinta

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

Infektioiden oireet ilmenevat kaloilla nopeasti aiheuttaen lyhyt-
kestoista haittaa, ja kalan oirehtiessa (ihohaavaumat, kidustu-
lehdus) se lopetetaan. Kalat lopetetaan kokeen paatyttya.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Tautien ilmenemist3, leviamista ja torjuntaa ei voida taysin tut-
kia kayttamatta eldimia. Kokeissa kaytetaan kaloja, jotka ovat
tutkittavien tautien luontaisia isantia kalanviljelyssa.

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

Arviot kaytettadvista eldimista ovat mahdollisia maksimimaaria.
Osatutkimukset tehdaan laboratorio-olosuhteissa niin pitkalle
kuin mahdollista, ja eldinmaaran vahentamiseksi kokeet suun-
nitellaan tarkasti.

3. Parantaminen - Refinement
a) Perusteet eldinlajin valinnalle.

a) Taudinaiheuttajat tarttuvat yleensa useisiin isantalajeihin.
Tautien haitallisuuden ja leviamisen ymmartamiseksi on tar-
keda



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- | selvittdd mekanismeja useissa isdntalajeissa.
ras tieteellisten tavoitteiden kan- | b) Tutkimus kohdistuu kalanviljelyssa esiintyviin kalojen tautei-
nalta? hin. Kirjolohi on tutkittavien taudinaiheuttajien padasiallinen
c) Miten eldimille aiheutettu isanta kalanviljelyssa, seeprakala yleisesti kdytetty ja hyvin tun-
haitta on tarkoitus minimoida? nettu tautimalli.
c) Kalojen hyvinvointia seurataan kokeiden aikana huolellisesti
ja
oirehtivat kalat lopetetaan. Infektioannosten maarat suunnitel-
laan
esikokeiden avulla siten, etta eldimille aiheutuva haitta mini-
moituu.
Hankkeesta ei tehd3 / tehdiin KYLLA
takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 20.12.2018, arviointi ESAVI 11.9.2019.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeessa selvitettiin kalanviljelyssa esiintyvien tautien leviamiseen ja taudinpurkauksien esiinty-
miseen vaikuttavia tekij6ita, seka taudintorjuntamenetelmien soveltuvuutta eri olosuhteissa. Koe-
eldaimina kaytettiin tautien luontaisia isantia (kirjolohi, lohi ja taimen), ja osa kokeista tehtiin kalan-
viljelyolosuhteissa. Nadin saatiin luotettavaa uutta tietoa tautiepidemioiden syntyyn johtavista teki-
joista kalanviljely-ymparistossa. Hankkeen tavoitteet siis saavutettiin, vaikka jatkotutkimuksiakin
vield tarvitaan.

2. Millaista haittaa?

Luvassa haitta arvioitiin luokkaa vakava (4), mutta toteutunut haitta on kohtalainen (3). Kohtalai-
seen haittaan paadyttiin, koska koeasetelmissa pyrittiin minimoimaan yksiléiden kokema haitta
tarkkailemalla kaloja koeasetelmasta riippuen tunnin — 4 tunnin valein. Kirjolohilla tehdyissa altis-
tuskokeissa kalojen tilaa seurattiin vahintaan tunnin valein, ja koko kokeen kesto oli yleensa 22-28
tuntia. Nain ollen kalat voitiin nopeasti poistaa kokeesta ja lopettaa heti bakteeritaudin oireiden
ilmaantuessa, ja kaloille aiheutui vain lyhytkestoista haittaa. Lohilla ja taimenilla bakteerialtistus-
kokeet tehtiin kalanviljely-ymparistdssa alhaisemmassa lamp6étilassa, jossa taudin eteneminen on
hitaampaa. Naissa kokeissa kalojen tila tarkistettiin 4 tunnin valein, jolloin koettu haitta on ollut
lyhytkestoista.

3. 3R-mahdollisuudet

Kokeissa kaytetyt eldinmaarat on tarkkaan harkittuja. Vaihtoehtoisia luotettavia menetelmia kalo-
jen bakteeri- ja loisinfektioiden tutkimukseen ei ole. Pyrimme kerdamaan aineistoa laboratorioko-
keilla ja genomisekvensoinneilla, mutta kalaisannan lasndaolo muokkaa bakteerien toimintaa niin
voimakkaasti ettd taudinaiheutuskykya voidaan ymmartaa vain virulenssikokeiden avulla. Joissakin
kokeissa on kaloilla kdytetty altaissa myos virikkeita, kuten kivia.



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.

Osa- Eldin- | Tavoitteet | Eldin- Vakavuus- Millaista vakavin 3R-keinot: miten eldin-
hanke / laji saavutta- | maara: | luokka: haitta oli? maaria on voitu vihen-
Toimen- minen Luvassa | Luvassa ar- | Oliko toistuva, mal- | taa tai eldinten hyvin-
pide (+/-) arvi- vioitu / tosi- | lista aiheutuva vai | vointia parantaa?
oitu / asiallinen satunnainen Miten haittaa pystyt-
tosiasi- tiin/pystyttaisiin jatkossa
allinen vahentamaan?
Bakteeri- | Kirjo- + 10000/ | Vakava/ bakteeritaudin oi- | -
ja loisal- lohi 2389 kohtalainen | reet
tistus
Bakteeri- | lohi + 13500/ | Vakava/ bakteeritaudin oi- | -
altistus 610 kohtalainen | reet
Bakteeri- | taimen | + 13500/ | Vakava/ bakteeritaudin oi- | -
altistus 3798 kohtalainen | reet

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

ESAVI keraa taulukon avulla tietoa 3R-keinoista, joita voisi hyodyntaa hanke-lupalautakunnan toi-
minnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla Hankkeessa | Omassa toiminnassa | Yleisesti so- | Julkaistaan tuloksia
esimerkkeja) sovellettava sovellettava vellettava raportoitaessa
Aikaisempi paatepiste X - - -
Lyhyempi seuranta-aika X X - -
Pesamateriaali - X X -
Lisdlampd operoinnin - - X -

jalkeen

Totuttaminen X X - -
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3. POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING: Hogst 1-2 sidor ldng, se EU-kommissionens an-
visning och exempel. Besvara enbart det som efterfragas. Strava till att ocksa en person utan bak-
grundsinformation ska kunna forsta svaren.

Projektets namn

Utveckling och betydelse av neuronpopulationer i nervsyste-
mets funktion och sjukdomar

Projektgodkdannandet ar i kraft 3ar

Nyckelord Aminer, neuroner, beteende, neurodegeneration, sebrafisk

Syfte med projektet Grundforskning Ja
Translationell eller tillampad forskning Nej
Lagstadgad anvandning och rutinproduktion Nej
Skydd av miljon for att bevara manniskors eller djurs | Nej
hélsa eller vilbefinnande
Artskydd Nej

Hogre utbildning eller utbildning for att forvarva yr- | Ja
kesfardigheter

Rattsmedicinska undersékningar Nej

Uppratthallande av en koloni av genetiskt modifie- | Ja
rade djur

Projektets syften (t.ex. veten-
skaplig information som efter-
stravas eller vetenskapliga eller
terapeutiska behov)

| detta projekt stravar vi till att forsta neuronala populationers
funktion bade under normal tillstand och i olika neuronala sjuk-
domar. Ultimata malet ar att kunna tillfredsstélla terapeutiska
behov. Projektets syfte ar att utreda 1) hur neurotranmsitto-
rerna paverkar varandra under utvecklingen och under patalo-
giska tillstand nar ett transmittorsystem lider av degenerativa
tillstand, 2) hur genetiska och toxiska mekanismer tillsammans
fororsakar neurodegeneration, 3) vilka faktorer och mekanismer
som skyddar nervceller vid toxiska och exitatoriska anfall som
ocksa ar viktiga under hjarnans utveckling.

Nyttan med projektet (hur det
framjar vetenskapen, hur manni-
skor eller djur kan dra nytta av
resultaten av projektet)

Vi vill forsta neuronpopulationernas dynamik for att i slutdandan
kunna behandla neurodegenerativa och neurologiska sjukdomar
som for tillfallet inte gar att bota, och vars nutida behandlingar
endast kan lindra symptom.

Djurarter och djurantal som an-
vands

Sebrafisk, 32 570 st och Guppy, 240 st

Negativ inverkan pa djuren, for-
sokens svarhetsgrader, vad som
hander med djuren efter forsoket

Modifiering av genom och behandling med kemikalier kan ha en
negativ inverkan pa djur. De djur som har tydliga negativa symp-
tom avlivas genast. Det ar svart att utvardera vilka effekter olika
mutationer kan ha, eftersom de ar olika, och darmed &ar dven
forsokens svarighetsgrad svar att forutse. Efter beteendetesten
avlivas anvanda djur och effekten fran forsdket evalueras.

Svarhetsgrader: ringa, mattliga och avsevirda

Tillampande av 3R-metoderna - Application of the 3Rs

1. Ersdttande - Replacement
Varfor maste djur anvandas i
projektet och varfor kan inte en
ersittande metod anvandas?

Neuronpopulationers utveckling och funktion kan endast stu-
deras i en intakt organism, in vivo, eftersom beteendetest som
bl.a. minne och inlarning inte kan studeras annat an i intakta
djur.



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. Begransning - Reduction
Hur har man sdkerstillt att sa fa
djur som mojligt anvands?

Framst anvands sebrafiskyngel som ar maximalt sju dagar
gamla i experimenten, och darmed begransas anvandningen av
vuxna djur. Vuxna djur anvands framst till att uppratthalla
stammar av genmodifierade och vildtyps djur. Fér mekanismer
som ar enbart aktiva i vuxna hjarnor, och fér experiment dar
aldrandet ar viktigt, anvands vuxna fiskar.

3. Forfining - Refinement

a) Motivering till val av djurart.
b) Varfor ar den valda djurmo-
dellen bast for att uppna de ve-

Sebrafiskens genom kan latt modifieras med olika metoder och
tillater darfor effektiv analys av diverse hypoteser. Dessutom ar
sebrafiskens hjarna transparent och liten vilket tillater 3D mik-

roskopering av intakta neurotransmittersystem, vilka dartill kan

tenskapliga malen? kvantifieras. Djuren uppfdljs dagligen och de djur som lider av

c) Hur tinker man minimera den | genmodifiering/behandling kommer att avlivas genast, och

skada som djuren orsakas? endast djur som inte har mycket stora fenotypiska avvikelser
fran vildtypens djur kommer att anvandas i experimenten.

Utvarderas projektet i efter- JA

hand?Ja/Nej

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 21.12.2018, arviointi ESAVI 11.9.2019.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

DP 1: Hankkeessa selvitettiin valittdjaainejarjestelmiin vaikuttavien kemiallisten aineiden vaiku-
tusta kalojen kayttaytymiseen, aivojen rakenteeseen, ja neurokemiaan. Lisaksi tutkittiin ionisten
liuosten vaikutusta kalojen kayttaytymiseen ja kehitykseen. Osahankkeen tavoitteet saavutettiin
erittdin hyvin. Tutkimuksessa voitiin tehda johtopaatdksia paljon jo varhaisilla kehitysvaiheilla teh-
tavilla kokeilla, jolloin aikusten kalojen maaraa voitiin supistaa. Seeprakalamalli oli erittdin sopiva
tahan tutkimukseen. lonisten liuosten vaikutusten selvittamiseksi malli on paras mahdollinen, silla
tavoitteena oli juuri veteen joutuvien mahdollisesti haitallisten aineiden vaikutusten selvittaminen.
Erityisesti varhaisilla kehitysvaiheilla tehtyjen kokeiden perusteella voitiin paatella, etta eraita
ndista aineista ei tule kayttdaa avoimissa jarjestelmissa, joista kemikaaleja sisaltava vesi voi vaikut-
taa luonnossa eldviin vesieldimiin. Erdita hakemuksessa ja luvassa mainittuja aineita ei kaytetty,
koska niiden tilalle oli tullut parempia ja eldimia vahemman haittaavia menetelmia.

DP2: Valikoitujen geenien mutaatioiden tutkimus tuotti odotetusti hyvia tuloksia. Koska tarkoituk-
sena oli selvittaa tutkittavien geenien merkitysta pitkan ajan kuluessa, ja erdiden kalakantojen
tuottamiseksi tarvitaan useita sukupolvia, kaikkia tuloksia ei vield pystyta arvioimaan.
Tutkimuksessa oli tarkoitus melko laajalti kayttaa morfolino-oligonukleotideja lahetti-RNA:n trans-
laation estamiseksi. Timan menetelman kaytto oli suunniteltua vahaisempaa, koska mutaatioiden
tuottamiseksi kehitetty CRISPR/Cas menetelma osoittautui tehokkaammaksi ja spesifisemmaksi
menetelmdksi. Samasta syysta suunniteltua ENU-altistusta mutanttikantojen tuottamiseksi ei kay-
tetty lainkaan. Muutoshakemuksessa mainitut leesiokokeet tehtiin sunnitelman mukaisesti ja ne
onnistuivat hyvin.

DP3: Kalakantoja yllapidettiin suunnitelman mukaisesti kudosnadytteiden ottamiseksi ja kdyttayty-
miskokeiden suorittamiseksi. Kantojen ylldpidossa ei ollut ongelmia.




DP4: Aivojen koon kehittymisen tutkimiseksi suunnitellut kokeet tehtiin koesuunnitelman mukai-
sesti seeprakaloilla. Seeprakalalle suunnitellut kokeet ovat edelleen kdynnissa uuden luvan piirissa.
Taman koeluvan aikana tehdyt kokeet onnistuivat suunnitelman mukaisesti. Muilla lajeilla suunni-
teltuja kokeita ei tarvinnut tehda, koska seeprakalamallilla saadut tulokset olivat riittavia.

DP5: Dominanssin mekanismin madrittelemiseksi tehtavat kokeet onnistuivat kaikilta osin hyvin.
Seeprakala on sosiaalisena parvikalana ja yksittdisten yksildiden dominanssisuhteiden vuoksi erit-
tdin hyva laji ilmion tutkimiseksi.

2. Millaista haittaa?

Toimenpiteet onnistuivat eldinten hyvinvoinnin kannalta erittdin hyvin. Tosiasiallinen haitta oli
odotettua vahaisempi monilta osin seuraavista syista:

-ENU-mutageneesia ei tarvinnut kayttaa lainkaan, silla muut paremmat menetelmat korvasivat sen
taysin. Vakavaa haittaa ei ndin seurannut mistaan kokeesta.

-monet altistuskokeet sellaisilla aineilla, joiden toiminta ja vaikutukset olivat osittain huonosti tun-
nettuja, voitiin toteuttaa alusta loppuun alle 5 pv ikaisilla kaloilla, jolloin ei tarvinnut altistaa kaloja,
jotka olisivat kehitysvaiheensa perusteella olleet tdman luvan piirissa.

Vakavaa haittaa ei siis aiheutunut mistaan suunnitellusta kokeesta. Mitaan yllattavia haittoja ei to-
dettu. Loppupaatelmana voidaan todeta, etta tutkimusta suunniteltaessa on ennakoitu haitat ta-
valla, joka ennakoi kohtalaista tai vakavaakin haittaa. Nain ei jouduta tilanteeseen, jossa tuotettai-
siin eldimille vakavampaa haittaa kuin luvassa on ilmoitettu. Haitan arviointi on vaikeaa tilanteissa,
joissa tutkitaan aineita, joiden vaikutuksista ei ole ennalta tietoa.

3. 3R-mahdollisuudet

Seka korvaavana menetelmana etta eldinten maaran vahentamisena toimi hyvin varhaisten kehi-
tysvaiheiden kayttaminen tutkimuksessa. Samoin erdiden haitallisten aineiden kaytosta voitiin ko-
konaan luopua siita huolimatta, etta niiden kaytolle oli lupa. Taman mahdollisti parempien ja spe-
sifisempien menetelmien kaytto. Samalla kaytettyjen aikuisten eldinten maara vaheni selvasti.
Tama ei merkitse sitd, ettd jatkossa aikuisten eldinten tutkimuksesta voitaisiin luopua, koska mo-
net fenotyypit manifestoituvat vasta myohaisessa aikuisiassa.

Koska tutkimme eldinten kayttaytymisen neuraalista perustaa, eldinkokeista ei voida naiden kysy-
mysten ratkaisemiseksi luopua. Tutkittavana on oltava koko elimistd, joka toteuttaa kayttayty-
mista luotettavasti.

Toimenpiteiden toteuttamistapaa on taman luvan mahdollistamien kokeiden aikana jo kehitetty.
Tama kehittaminen jatkuu edelleen.

Kaytdssa on jo lopettamispisteet, jotka ovat mahdollisia luotettavien tulosten saamiseksi. Nadissa
kokeissa ei myodskaan syntynyt lainkaan vakavaa haittaa, joka edellyttaisi hyvin nopeaa lopetta-
mista.

Monista kokeista on alkuperdiset materiaalit (esim. videot) edelleen olemassa, ja niistd voidaan
analysoida uusia parametreja.

Saavutettuja 3R-keinoja kdytetdan jo laajasti alalla. Niiden kayttokelpoisuus on usein koe- ja malli-
kohtaista, joten esimerkiksi varhaisten kehitysvaiheiden kaytto aikuisten kalojen asemesta voi olla
mahdollista joissakin mutta ei valttamatta kaikissa kokeissa. Esimerkiksi sosiaalisen kayttaytymisen
ja aggression tutkiminen on relevanttia vasta aikuisilla kaloilla.



Muuta

Kokeet onnistuivat erittdin hyvin ja niissa tuotettiin arvioitua vahemman haittaa eldimille.



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
seka kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa.

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

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

pide minen oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | tuva vai satunnainen rantaa?

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

kossa vahentamaan?

DP1 altis- seepra- | + 9540/257 vakava/lieva lieva: 257 kpl Altistuskokeet tehtiin padasiassa kalojen

tukset kala varhaisilla kehitysvaiheilla.

DP2 MO, seepra- | + 22640/1975 | kohtalai- lieva: 1887 kpl Morfoliino-injisoituja alkioita ei kasva-

ENU, kala nen/lieva kohtalainen:88 kpl mallista ai- | tettu yli varhaiskehitysvaiheen, ENU ka-

Crispr-Cas9 heutuva sittelya ei suoritettu kaloille lainkaan, pa-
rempi menetelma korvasi taman.

DP3 kanto- | seepra- | + 2250/1301 kohtalai- lieva:1301 kpl mallista aiheu- -

jen yllapito | kala nen/lieva tuva

DP4 Aivo- seepra- | + 600/351 lieva/lieva lieva: 351 kpl mallista aiheu- -

jen koko kala tuva

DP4 Aivo- miljoo- 240/0 - - kokeita ei suoritettu miljoonakaloilla.

jen koko nakala Tarvittava tieto saatiin seeprakaloista.

DP5 Hierar- | seepra- | + 480/120 lieva/lieva lieva: 120 kpl mallista aiheu- lyhyempi seuranta-aika

kia kala tuva, lajille ominainen kayttay-

tyminen




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 hyodyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajem-

min.

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

Aikaisempi paatepiste X X - -

Lyhyempi seuranta-aika X X - -

Toksisen menetelman korvaaminen X X X X

Varhaisten kehitysasteiden kaytto X X X -

Totuttaminen X X - -




3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Tadytettyna 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

Ladke- ja kantasoluhoidot selkdydinvamman eldainmallissa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

selkaydinvaurio, kantasolu, siirtogeeninen hiiri

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla

Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisdaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ympdristonsuojelu 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)

Taman tutkimuksen tarkoitus on kehittaa uusia ladke- seka kan-
tasoluhoitoja selkaydinvaurioon.

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

Selkdydinvaurio on yksi yleisimmista halvaantumisen syista var-
sinkin nuorilla miehilla. Vammaan ei ole hoitoa ja se vakavimmil-
laan johtaa kuolemaan tai elintarkeiden sisdaelintoimintojen saa-
telymekanismien toimintahairiéihin. Selkdydinvamma lyhentaa
elinikda ja aiheuttaa huomattavan elamanlaadun huononemi-
sen, silld raajojen halvaantumisen lisaksi vamma aiheuttaa usein
mm. kroonista kipua, tunnottomuutta, spastisuutta, virtsarakon
ja suolen toiminnan seka seksuaalitoimintojen lamaantumista.
Taman vuoksi on erittdin tarkeaa kehittaa jatkuvasti uusia hoito-
muotoja potilaiden elamisen laadun parantamiseksi.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri 1350 eldinta

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

Kokeessa kaytetyille eldimille aiheutetaan ihmisen selkdaydinvau-
riota vastaava haitta ja ihmisen selkdydinvauriota vastaavat pa-
tologiset muutokset. Naista yleisin on halvaus, mika johtaa ala-
raajojen toimintahairidihin seka virtsaamisvaikeuksiin. Eldimet
lopetetaan kokeen lopussa.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Meilla on kaytossamme useita erilaisia selkdydinvaurion soluvil-
jelymalleja, joissa testaamme tutkittavia hoitomuotoja ennen
niiden viemistd eldinkokeisiin. Soluviljelykokeilla on kuitenkin
mahdotonta mallintaa kaikkia selkdydinvaurion aiheuttamia pa-
tologisia muutoksia. Lisdksi soluviljelymalleilla ei voida mallintaa
vamman aiheuttamia motorisia vaurioita. Kokeessa kaytetta-
valla  traumamallilla  saadaan  koe-eldimeen  ihmisen



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

selkdydinvamman patologiset muutokset. Kayttaytymistestit
taydentdvat kudosleikkeista saatavia tutkimustuloksia.

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

Ryhmallamme on kdytossa vaihtoehtoisia in vitro -malleja, kuten
selkaydin viljelmat seka selkdydin leikeviljelma. Soluviljely- ja
muulla in vitro -tutkimuksella ei pystytd luomaan kokonaisval-
taista selkaydinvamman patologiaa paranemisprosesseineen.
Meilla on tiedossa kokeessa kaytetyn selkaydinvauriomallin bio-
loginen hajonta, jota kayttaen olemme laskeneet ryhmakoot si-
ten, ettd ne ovat pienimmat mahdolliset, joilla tilastollisesti mer-
kittavat 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 kaytettavissa olevat
siirtogeeniset eldimet ovat hiiria.

b) Kokeessa kaytettavalla traumamallilla saadaan koe-eldimeen
ihmisen selkdydinvamman patologiset muutokset. Mallimme on
toimiva, antaa toistettavat tulokset ja mahdollistaa seka kudos-
patologian ettd kayttdaytymistestit. Koska mallimme on pysty-
tetty erityisesti hiirelle, se mahdollistaa siirtogeenisten eldinten
kayttamisen.

c)Eldimille annetaan kipuldakitysta leikkauksen jalkeen. Lisdksi
olemme optimoineet mallin siten, ettd sen aiheuttama vamma
on keskisuuri verrattuna useisiin aikaisemmin julkaistuihin mal-
leihin mutta se tuottaa toistettavan vaurion, jolla on mahdollista
nahda ladkehoitojen vaikutus luotettavasti.

Pieninta vauriota kayttamalla hiiret kuntoutuvat Iahestulkoon
kokonaan jo alle viikossa, keskisuurta vauriota kayttamalla pa-
rantuminen on hitaampaa, mutta esimerkiksi niiden virtsaamis-
kyky palautuu suhteellisen nopeasti.

Lievimmalla vauriolla on mahdollista tutkia esimerkiksi sit3,
mitka geenituotteet ovat kuntoutumisen kannalta valttamatto-
mia. Ladkeaineiden parantava vaikutus on puolestaan vaikeaa
nahda lievimmalla vauriolla, silla hiiret kuntoutuvat jo muutoin-
kin nopeasti, niin ettd mahdollinen protektio saatetaan havittaa
hiirten luonnolliseen "recovery"-kykyyn. Nain ollen koeasetel-
masta ja tutkimuksesta riippuen on tarkeaa valita juuri oikean
laatuinen vaurio (joko lieva tai keskisuuri).

Eldaimia tarkkaillaan vaurion jdlkeen kahdesti pdivassa ja niiden
hoito on tehostettua. Hiirille suoritetaan virtsarakon tyhjennys
kahdesti vuorokaudessa, niita nesteytetaan seka niille annetaan
jauhettua ruokaa. Eldimet, jotka eivat nayta toipumista, lopete-
taan.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA




TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 24.1.2019, arviointi ESAVI 12.9.2019.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

On arvioitu, ettd maailmassa elda 2,5 miljoonaa selkdydinvammaa sairastavaa ihmista ja vuosittain
uusia tapauksia syntyy n. 130 000. Tavallisimmin vaurio tapahtuu liikenne- ja putoamistapatur-
missa, joissa selkdydin ruhjoutuu, venyy ja/tai puristuu. Vakavimmillaan vamma johtaa kuolemaan
tai elintarkeiden sisdelintoimintojen saatelymekanismien toimintahairidihin. Selkaydinvamma ly-
hentaa elinikda ja aiheuttaa huomattavan elamanlaadun huononemisen, silla raajojen halvaantu-
misen lisaksi vamma aiheuttaa usein mm. kroonista kipua, tunnottomuutta, spastisuutta, virtsara-
kon ja suolen toiminnan seka seksuaalitoimintojen lamaantumista. Talla hetkelld selkdaydinvam-
maan ei ole saatavilla taysin parantavaa hoitoa mutta pienimmatkin edistysaskeleet hoidon kehit-
tamisessa kohentavat potilaiden elamanlaatua seka vahentavat sairaala- ja kuntoutushoidon kus-
tannuksia. Ryhmamme on tutkinut kantasoluhoitoja ja uusia lddkeainehoitoja muissa keskusher-
moston sairauksissa, kuten aivohalvauksessa. Koska eri keskushermoston sairauksissa aktivoituu
usein samankaltaisia, esimerkiksi tulehdusreaktioon liittyvia mekanismeja, pystymme hyédynta-
maan muissa tutkimuksissa saamiamme lupaavia tuloksia myds selkdydinvaurion tutkimisessa.

Lisaksi olemme osoittaneet kantasoluhoitojen parantavan hiirten toipumista aivohalvauksesta. Ta-
man vuoksi onkin erittdin tarkeda testata naita potentiaalisia hoitomuotoja myds selkaydinvaurio-
mallissamme. Tassa tutkimuksessa oli tarkoitus tutkia ja kehittaa seka farmakologisia etta kanta-

soluterapeuttisia hoitomuotoja selkdydinsolujen toiminnan parantamiseen painevamman jalkeen.

Osahanke 1: Tassa osahankkeessa testattiin uusia potentiaalisia ladkeainehoitojen selkdydinvau-
riomallissa hiirelld. Selkdaydinvaurioon ei ole olemassa hoitomuotoja, mika aiheuttaa valtavan tar-
peen uusien lddkehoitojen kehittamiselle. Eldimille aiheutettiin selkdydinvaurio, jonka jalkeen elai-
mille annosteltiin tutkittavaa lddkeaineita ja sen tehoa testattiin kayttaytymistestien avulla. Ko-
keen jalkeen eldaimista kerattiin tutkittavat naytteet terminaalianestesiassa.

Osahanke 2 (pilottivaihe): Tassa osahankkeessa testattiin solusiirteiden elinvoimaisuutta hiiren
selkdydinvauriomallissa. Ihmisperdiset kantasolut ovat erittdin potentiaalisia hoitomuotoja sel-
kdydinvaurioon, mutta niiden selviytyminen vaurioituneessa selkdaytimessa on ongelmallista. Osa-
hankkeessa ei aiheutettu eldimille selkdydinvauriota, vaan solut annosteltiin terveeseen selkayti-
meen ja niiden elinvoimaisuutta tutkittiin eri aikapisteissa, jolloin eldimista kerattiin tutkittavat
nadytteet terminaalianestesiassa.

Kaytetty eldainmalli oli sopiva tahan tutkimukseen, silla olemme optimoineet mallin siten, etta sen
aiheuttama vamma on keskisuuri verrattuna useisiin aikaisemmin julkaistuihin malleihin mutta se
tuottaa toistettavan vaurion, jolla on mahdollista ndahda ladkehoitojen vaikutus luotettavasti.

2. Millaista haittaa?

Osahanke 1: Eldinten takaraajat olivat taysin halvaantuneet selkdydinvaurioleikkauksen jalkeen ja
alkoivat spontaanisti kuntoutua noin viikon kuluttua. Kroonisessa vaiheessa (paivat 7+) eldimet ei-
vat kyenneet tyhjentamaan virtsarakkoaan, mutta pystyivat tyhjentdamaan itse virtsarakkoaan jo

viimeistaan 2 viikon kuluttua leikkauksesta. Hiirten kykya tyhjentaa itse virtsarakkonsa tarkkailtiin



ja varmistettiin intensiivisesti my6s tamankin ajanjakson jalkeen. Eldimia tarkkailtiin intensiivisesti
kahdesti pdivdssa. Niille annettiin jauherehua. Lisdksi eldin punnittiin ja nesteytettiin (2 ml keitto-
suolaa sc) kerran péivassa. Kroonisessa vaiheessa (paivat 7+) eldimen kunto (iho, haava) tarkistet-
tiin paivittdin, virtsarakko tyhjennettiin 2 x pv:ssa, kunnes eldin kykeni virtsaamaan itse.

Tassa osahankkeessa kaytettiin yhteensa 50 eldintd, joista 10% (5 eldintd) jouduttiin lopettamaan
lopetuskriteereiden perusteella. Tama luku on pienempi, kuin luvassa ilmoitettu operaatioihin liit-
tyva kuolleisuus (15-25%).

Eldimille aiheutunut tosiasiallinen haitta on ollut suurta ja vakavuusluokka on ollut vakava. Nama
ovat linjassa etukateisodotusten kanssa.

Osahanke 2 (pilottivaihe): Tassad osahankkeessa ei aiheutettu selkdytimen painevauriota, eika elai-
mille ndin ollen aiheutunut halvausta. Eldimille suoritettiin kuitenkin luvassa kuvattu sham-leik-
kaus, jonka aikana solut injisoitiin selkdytimeen. Taman osahankkeen ensimmaisessa vaiheessa
kaytettiin 14 hiirta ja toisessa vaiheessa 60 hiirtd. Toisessa vaiheessa kdytetyista eldimista 2 (3%)
jouduttiin lopettamaan operaatiossa tapahtuneen ongelman takia. Tama on linjassa luvassa ilmoi-
tetun operaation aiheuttama kuolleisuus (2-5%) kanssa.

Eldimille aiheutunut tosiasiallinen haitta ja vakavuusluokka on ollut kohtalainen. Nama ovat lie-
vempia kuin luvassa ilmoitetut etukateisodotukset, silla eldimille ei tehty selkdytimen painevau-
riota.

3. 3R-mahdollisuudet

Onko kaytettavana uusia vaihtoehtoisia menetelmia eldinten kayton tilalle?

Soluviljelykokeilla on mahdotonta mallintaa kaikkia selkdaydinvaurion aiheuttamia patologisia muu-
toksia. Soluviljelymalleilla ei mydskdan voida mallintaa vamman aiheuttamia motorisia vaurioita.
Kokeessa kaytettavalla traumamallilla saadaan koe-eldimeen ihmisen selkdydinvamman patologi-
set muutokset. Kayttaytymistestit puolestaan tdaydentavat kudosleikkeista saatavia tutkimustulok-
sia.

Voisiko toimenpiteiden toteuttamistapaa ja/tai hoitomenetelmia edelleen kehittds?

Eldimille annetaan kipulaakitysta leikkauksen jalkeen. Lisdksi olemme optimoineet mallin siten,
ettd sen aiheuttama vamma on keskisuuri verrattuna useisiin aikaisemmin julkaistuihin malleihin
mutta se tuottaa toistettavan vaurion, jolla on mahdollista ndhda ladkehoitojen vaikutus luotetta-
vasti. Pieninta vauriota kayttamalla hiiret kuntoutuvat lahestulkoon kokonaan jo alle viikossa, kes-
kisuurta vauriota kdyttamalla parantuminen on hitaampaa, mutta esimerkiksi niiden virtsaamis-
kyky palautuu suhteellisen nopeasti. Valitsemme joko pienen tai keskisuuren vaurion koeasetel-
masta riippuen. Lievimmalla vauriolla on mahdollista tutkia esimerkiksi sitd, mitka geenituotteet
ovat kuntoutumisen kannalta valttamattomia: nrf2 geenin poistaminen aiheuttaa sen, etta hiiret
kuntoutuvat huonommin kuin tavalliset villityypin hiiret, ja koska kuntoutuminen on huonompaa,
on ero mahdollista nahda myds lievinta vauriota kayttamalla. Ladkeaineiden parantava vaikutus on
puolestaan vaikeaa nahda lievimmalla vauriolla, silla hiiret kuntoutuvat jo muutoinkin nopeasti,
niin ettd mahdollinen protektio saatetaan havittaa hiirten luonnolliseen "recovery"- kykyyn. N&in
ollen koeasetelmasta ja tutkimuksesta riippuen on tarkeda valita juuri oikean laatuinen vaurio
(joko lieva tai keskisuuri).



Voisiko inhimillisia lopetuspisteita aikaistaa?

Maaritellyt inhimillisen lopetuspisteet ovat: Syomattomyys, juomattomuus, voimakas painon lasku
(20 %), hengitysvaikeudet, virtsaamattomuus, ulostamattomuus, vakavat infektiot leikkausalu-
eella. Ndiden nahdaan toimivan hyvin inhimillisia lopetuspisteina.

Pitdisiko eldinmaaria muuttaa?

Kuolleisuudesta johtuen hiiria varataan tutkimuksessa 20 per ryhma, jos niille indusoidaan selka-
ydinvaurio ja 16 per ryhma jos ne kuuluvat sham operoituihin hiiriin. Jotta kdyttaytymistesteista
saadaan luotettava ja tilastollisesti merkittava lopputulos, tulee hiirid olla 15 kpl per ryhma. Nama
ryhmakoot ovat pienimmat mahdolliset, jotta voidaan saada tilastollisesti merkittava lopputulos.

Voisiko kaytetyista eldimista saada enemman tietoa hyédynnettavaksi?

Eldimien kayttaytymistd seurataan kokeen aikana ja siita kerataan dataa. Kokeen jalkeen eldimista
keratdan tutkittavat ndytteet terminaalianestesiassa. Emme ndae muita mahdollisia tiedonkerays
tapoja.

Olisiko keksityilla 3R-keinoilla laajempaa hyédynnettavyytta?

Olemme optimoineet mallin siten, etta sen aiheuttama vamma on keskisuuri verrattuna useisiin
aikaisemmin julkaistuihin malleihin mutta se tuottaa toistettavan vaurion, jolla on mahdollista
nahda ladkehoitojen vaikutus luotettavasti. Talla ja hyvilla leikkaustekniikoilla on varmastikin laa-
jempaa hyddynnettavyytta.




Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kdyttomaarat 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: asetus 564/2013 Liite 3.

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

Toimen- saavutta- | Luvassa arvi- | luokka: oli? hentaa tai eldinten hyvinvointia parantaa?

pide minen oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | Oliko toistuva, mallista ai- | Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jat-
(+/-) allinen / tosiasiallinen | heutuva vai satunnainen kossa vahentamaan?

Osahanke 1 | hiiri + 528/50 4/4 Mallista aiheutuva sel- Korvaaminen: Soluviljelykokeilla on mahdo-

kdytimen painevauriosta
johtuva ohimeneva taka-
jalkojen halvaus ja operaa-
tion aiheuttama kipu.

tonta mallintaa kaikkia selkdydinvaurion ai-
heuttamia patologisia muutoksia.
Soluviljelymalleilla ei myoskaan voida mal-
lintaa vamman aiheuttamia motorisia vauri-
oita. Kokeessa kaytettavalla traumamallilla
saadaan koe-eldimeen ihmisen selkaydin-
vamman patologiset muutokset.
Kayttaytymistestit taydentavat kudosleik-
keista saatavia tutkimustuloksia.
Vahentaminen: Kokeiden ryhmakoot on tar-
koin harkittu pienimmiksi mahdollisiksi,
jotta tilastollisesti merkittavat ryhmien vali-
set erot vield saadaan nakyviin.
Parantaminen: Eldimille annetaan kipulaaki-
tysta leikkauksen jalkeen. Lisaksi olemme
optimoineet mallin siten, ettad sen
aiheuttama vamma on keskisuuri verrat-
tuna useisiin aikaisemmin julkaistuihin mal-
leihin mutta se tuottaa toistettavan vau-
rion, jolla on mahdollista ndhda ladkehoito-
jen vaikutus luotettavasti.




Osahanke 2 | hiiri + 50/74, koko 4/3 Seldn leikkausoperaatiosta | Ks. osahanke 1.
(pilotti- osahank- aiheutuva kipu.
vaihe) keelle arvi-

oitu maara

230, josta

kaytetty 74

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 hyodyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

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

Pesamateriaali X X X X

Lisalampo operoinnin jalkeen X X X X

Hyvat leikkaustekniikat X X X X




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

Ladkeaineiden tehon testaaminen lihasdystrofian prekliinisissa
malleissa

Hankeluvan kesto

Kolme vuotta

Avainsanat

Ladkeainetestaus, lihasdystrofia, prekliiniset tautimallit

Hankkeen tarkoitus

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

Ympdristonsuojelu 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)

Lihasdystrofiasairauksien hoitoon ei ole olemassa tehokkaita
ladkehoitoja. Sairauksista aiheutuu potilaille hyvin vakavia oi-
reita ja karsimysta seka yhteiskunnalle huomattavia kustannuk-
sia. Yritys tarjoaa ladkekehitysteollisuudelle in vivo -eldinmalleja
lupaavien ladkeaineiden prekliiniseen testaukseen sairauksissa,
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 lihasdys-
trofiasairauksiin. Tutkimusmallien kadytto edistdada myos geenivir-
heiden mekanismien ja vaikutusten ymmartamista eri sairauk-
sissa, mikd edesauttaa uusien ladkkeiden ja ladkehoitomuotojen
kehittamista.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri, 2 400 eldinta

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

Tutkimuksessa kadytettavilla hiirikannoille kehittyy geenivirheen
vuoksi lihasdystrofia, jota voidaan vahvistaa kardiotoksiini-an-
nostelulla. Eldimelle aiheutuu haittaa toistuvista tutkittavan ai-
neen annosteluista, lihaskuntoa mittaavista kayttaytymistes-
teistd, verindytteiden otosta ja toistuvista kuvantamisista.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

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



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

Koeasetelmat on standardoituja ja niiden kaytdn pohjana on pe-
rusteellinen mallien validointityd. Kunkin geneettisen mallin
taustalla on ihmissairautta oleellisin osin mallintava eldinmallin
ilmiasu (fenotyyppi) jonka tulee olla seka perinndllisesti rele-
vantti etta oireistoltaan/patologialtaan ihmissairautta kuvaava.
Validointityo6lld varmistetaan ettd koe-eldinmalli kayttaytyy mal-
lille kuuluvalla tavalla ja antaa oikeanlaisen taudinkuvan. Koe-
asetelmissa ryhman sisdinen variaatio minimoidaan mallivali-
daatiotydlla, joka maarittelee tilastollisesti tarvittavat ryhma-
koot (voima-analyysi) ja joka maarittda koe-eldinten kayton
maaran kussakin koeasetelmassa.

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 eldainmal-
leista on kehitetty jyrsijoissa. Jyrsijoissa havaitut taudin meka-
nismit, vasteet nykyisille |ladkkeille ja eldinten kdayton maara suh-
teessa saatavaan informaatioon lddkeaineen tehosta ja turvalli-
suudesta ovat hyvat. Kokeesta aiheutuvaa haittaa vahennetdan
huolellisella seurannalla ja aikaisilla lopetuskriteereilla. Toistu-
vissa injisoinneissa kiinnitetaan erityista huomiota eldaimen rea-
gointiin ja mahdollisiin reaktioihin pistoalueella.

Hankkeesta ei tehda / tehdain
takautuva arviointi

KYLLA

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 30.11.2018. Arviointi ESAVI 13.9.2019.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli testata uusien kehitettavien lddkeaihioiden tehoa lihasdystrofiasairauk-
sien kokeellisissa eldinmalleissa hiirilla. Tavoitteena oli edesauttaa potentiaalisten ladkeaineiden
etenemista kliinisiin kokeisiin potilailla. Kaytetyt mallit ovat tieteellisessa yhteisossa ja kirjallisuu-
dessa laajasti hyvaksyttyja ja kaytettyja toistettavuutensa ja ennustettavuutensa vuoksi.

Tutkimusmallit toimivat odotetusti ja niiden avulla voitiin arvioida luotettavasti testattujen ladkeai-
nekandidaattien tehoa. Tutkimusmallit soveltuvat hyvin tahan tutkimukseen.

| 2. Millaista haittaa?

Hankkeessa eldimia laakittiin kirurgisia annostelutekniikoita kayttden ainoastaan yhdessa tutkimuk-
sessa (annostelumaara: i.c.v.: 8 kpl). Muissa kokeissa eldimia ladkittiin systeemisesti (annostelumaa-
rat maksimissaan: s.c.: 88 kpl, i.p.: 93 kpl, i.v.: 18 kpl). Elamille suoritettiin kdyttdaytymistesteja, ku-
vantamismittauksia niitd otettiin verindytteitd kokeen aikana. Kokeen loputtua eldimet lopetettiin
ja niitd otettiin kudos- ja verindytteitd. Juoksumattotestia kdytettiin yhdessa tutkimuksessa (48
hiirtd). Hiiria testattiin juoksumattotestissa yhden mittauksen aikana n. 30 min ajan. Testissa hiiria
aktivoitiin sahkdshokeilla. Tutkimuksessa kaytetyista hiirista n. 70-80% sai testin aikana maksimaa-
lisen sahkoéshokkilukumaaran. Sindnsa sahkosokeilla ei ollut silminnahtavaa vaikututusta eldinten
hyvinvointiin. Itse tutkimusmalleista (transgeenisen kannan fenotyyppi) tai muista kdytetyista me-
netelmistd (ladkintd, kayttaytymistestit, kuvantamismittaukset, ndytteenotto) aiheutui eldimille



tyypillisesti korkeintaan lievaa-kohtalaista haittaa. Ainoastaan juoksumattotestissa voidaan arvioida
eldimille aiheutuneen vakavaa haittaa sahkdshokkien korkeasta lukumadrasta johtuen. Testin jal-
keen eldinten hyvinvoinnissa ei kuitenkaan havaittu ongelmia. Eldimia ei jouduttu lopettamaan var-
sinaiseen eldainmalliin (transgeenisen kannan fenotyyppi) liittyvien hyvinvointiongelmien takia.

Vakavimmat haitat olivat tyypillisesti tutkimuslaakkeiden sivuvaikutuksista johtuvia. Laakinnan seu-
rauksena eldimia Idydettiin kuolleena tai ne jouduttiin lopettamaan lopetuskriteerien perusteella.
Haitallisia sivuvaikutuksia (eldin liikkkumaton, eldaimelld hengitysvaikeuksia, hantdvaurio i.v.-ladkin-
nassa) pyrittiin vahentamaan pienentamalla tutkittavan ladkkeen annosta tai ladkeaineen konsent-
raatiota ja tarvittaessa keskeyttamalla laakkeen annostelu kokonaan. Hankkeessa 16ytyi kuolleena
eri syista johtuen 99 eldinta.

Hiiria menetettiin myos tapaturmaisesti teknisesti epaonnistuneen ladkinnan seurauksena, kuvan-
tamismittauksissa anestesian aikana ja pdahan kiinnitettyjen kanyylien irtoamisen takia, mista
syysta eldimia jouduttiin lopettamaan. Yhteensa hankkeessa lopetettiin lopetuskriteerien perus-
teella.

3. 3R-mahdollisuudet

Lupakauden aikana suoritettiin yksi tutkimus, jossa annostelun suorittamiseen tarvittiin kirurgisia
menetelmia infuusiokanyylien kiinnittamiseksi kallon pintaan dentaalisementilld. Tutkimuksen ai-
kana kanyyli/dentaalisementtielementteja irtosi useilta hiiriltd ja eldimiad jouduttiin tdman takia lo-
pettamaan. Padhan kiinnitettyjen infusointikanyylien irtoamista pyritaan tulevissa projekteissa va-
hentamaan kuivaamalla ja karhentamalla kallon pintaan ennen dentaalisementin laittamista.

Kaytetyt eldinmadrat ovat pitkalti koeasetelmasta riippuvia. Kokeita suunnitellessa on haettu tasa-
painoa mahdollisimman pienten ryhmakokojen ja tilastollisesti merkitsevien eldginmaarien valilla si-
ten, etta kaikki tarvittavat verrokkiryhmat kuitenkin otetaan mukaan kokeisiin. Eldinmaaraarviot
tutkimusmalleissa pohjautuvat validaatiokokeisiin ja niiden pohjalta tehtyihin voima-analyyseihin
tarvittavasta ryhmakoosta.

Joillakin tutkittavilla 1adkeaineilla havaittiin kokeessa haitallisia sivuvaikutuksia ja kuolleisuutta. Tut-
kimuksen aikana ladkeaineen annosta laskettiin ja annosteltavan ladkeaineineen konsentraatiota
laskettiin sivuvaikutusten vahentamiseksi. Tutkimuslaakkeen annostelu lopetettiin tarvittaessa ko-
konaan, jos sivuvaikutukset eivat muilla toimenpiteilld havinneet. Varsinaista tutkimusta ei kokonai-
suudessaan kuitenkaan jouduttu lopettamaan.

Sahkdsokkien kaytosta juoksumattotestissa on luovuttu seuraavassa hankeluvassa. Sen sijaan elai-
mia aktivoidaan jatkossa tarvittaessa kevyilla maalauspensselin kosketuksilla.

Kokeissa tyoskenteleva henkilokunta on koulutettua. Ennen paasya eldintyéhon tydntekijat pereh-
dytetaan yrityksen toimintatapoihin. Jokainen operaation tekija on suorittanut nayton kustakin tek-
niikasta harjoittelujakson paatteeksi. Vain hyvaksytysti ndayton suorittaneet voivat suorittaa toimen-
piteitd eldimille. Kullekin tekniikalle on maaratty oma vastuulaboranttinsa. Lisdksi kaikki eldintyota
tekevat teknikot ja tutkijat osallistuvat vuosittain yrityksen jarjestamaan eldinten hyvinvointikoulu-
tukseen, jonka teema vaihtelee vuosittain.



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: asetus
564/2013 Liite 3.

Osahanke | Eldin- | Tavoitteet Eldinmaara: Vakavuusluokka: | Millaista vakavin haitta oli? 3R-keinot: miten eldinmaaria
/ Toimen- | laji saavuttami- Luvassa arvioitu / | Luvassa arvioitu / | Oliko toistuva, mallista aiheutuva vai sa- on voitu vahentaa tai eldinten
pide nen tosiasiallinen tosiasiallinen tunnainen hyvinvointia parantaa?
(+/-) Miten haittaa pystyttiin/pystyt-
tdisiin jatkossa vahentamaan?
Koko Hiiri | Kaytetyt tutki- | Arvioitu 2400 / Vakava 291*/ Vakava: Vakavimmat haitat olivat tyypilli- | Lupakauden aikana suoritettiin
hanke musmallit toi- | Tosiasiallinen Kohtalainen sesti tutkimuslaakkeiden sivuvaikutuksista | vain yksi tutkimus, jossa annos-
mivat odote- 2044 1557/ johtuvia. Laakinnan seurauksena eldimia | telun suorittamiseen tarvittiin
tusti ja ko- Lieva 191/ I6ydettiin kuolleina tai ne jouduttiin lo- kirurgisia menetelmia.

keista saatiin
luotettavia tu-
loksia. Testat-
tujen ladkeai-
nekandidaat-
tien tehoa pys-
tyttiin arvioi-
maan luotetta-
vasti.

Ei toipumista 5

pettamaan lopetuskriteerien perusteella.

Hiiria l6ydettiin kuolleena yhteensa 99
kpl. Hiiria menehtyi tapaturmaisesti tekni-
sesti epdonnistuneen ladkinnan seurauk-
sena (7 kpl*), kuvantamismittauksissa
anestesian aikana (15 kpl) ja lddkeainei-
den sivuvaikutusten takia (73 kpl*). Kaik-
kien hiirten kuolinsyyta ei pystytty var-
muudella selvittamaan (4 kpl).

Hiirid jouduttiin lopettamaan yhteensa
183 kpl. Hiirid lopetettiin johtuen laakin-
taan liittyvista hantavaurioista (28 kpl i.v.-
laakityilla hiirilla*), paahan kiinnitettyjen
kanyylien irtoamisen takia (20 kpl) ja 133-
keaineen sivuvaikutusten takia (104 kpl*).

Paahan kiinnitettyjen infusoin-
tikanyylien irtoamista pyritaan
vahentamaan kuivaamalla ja
karhentamalla kallon pintaan
ennen dentaalisementin laitta-
mista.

Testiryhmien koko pyritty mini-
moimaan aikaisempien tutki-
musten tulosten ja voima-ana-
lyysien perusteella.

Laakeaineiden turvallisuuteen
liittyen pyritaan asiakkaalta
saamaan kaikki mahdollinen
tieto, jolla voidaan vahentaa
ladkkeen annosteluun liittyvia




Osa hiirista jouduttiin lopettamaan (31
kpl*) muiden syiden johdosta (ladkintavir-
heet, ihovauriot, huonokuntoisuus) lope-
tuskriteerien tayttyessa.

Itse tutkimusmalleista tai muista kayte-
tyistd menetelmista aiheutui eldimille tyy-
pillisesti kohtalaista haittaa. Yhdessa ko-
keessa (48 hiirtd*) elaimia testataan juok-
sumattotestissa, jossa eldinten aktivoi-
miseksi kdytettiin mietoja sahkdshokkeja.
Nadiden eldinten kohdalla haitan taso voi-
daan arvioida vakavaksi. Eldimia ei jou-
duttu lopettamaan varsinaiseen eldainmal-
liin (fenotyyppi) liittyvien hyvinvointion-
gelmien takia.

*vakava haitta

mahdollisia eldimen hyvinvoin-
tia vaarantavia tekijoita.

Tutkimuksen aikana ladkeai-
neen annosta laskettiin ja an-
nosteltavan ladkeaineineen
konsentraatiota laskettiin sivu-
vaikutusten vahentamiseksi.
Tutkimuslaakkeen annostelu
tarvittaessa lopetettu, jos sivu-
vaikutukset eivat ole muilla toi-
menpiteilld havinneet.

Sahkdsokkien kaytosta juoksu-
mattotestissa on luovuttu seu-
raavassa hankeluvassa. Sen si-
jaan eldimia aktivoidaan jat-
kossa tarvittaessa kevyilla maa-
lauspensselin kosketuksilla.




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 | Omassa toiminnassa | Yleisesti sovellettava Julkaistaan tuloksia raportoitaessa
sovellettava sovellettava

Kirurgisten tekniikoiden validointi infuusioka- X X X -

nyylien irtoamisen vahentamiseksi

Ladkeaineen annostelun muuttaminen (annok- X X X -

sen vahentaminen, ladkeaineen laimentami-

nen)

Sahkoshokin korvaaminen esim. maalipensse- X X X -

lilld kosketuksella

Riittava koulutus ja perehdytys

Validaatiot, pilotointi ja voima-analyysien teke-
minen




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

ohje ja esimerkki.

Hankkeen nimi

Ladkeaineiden farmakodynamiikan ja farmakokinetiikan tutki-
minen kirurgisesti indusoiduissa neonataali hypoksia/iskemian
prekliinisissa tautimalleissa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Aivoverenkiertohairiét, hypoksia, hypotermia, prekliininen 1aa-
ketutkimus

Hankkeen tarkoitus

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

Ympdristonsuojelu 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)

Vastasyntyneiden ja kehittyvien aivojen verenkiertohdirididen ja
siitd aiheutuviin vaikeavammaisuuden hoitoon ei ole olemassa
tehokkaita lddkeaineita ja tallaisista taudeista koituu seka yksi-
[6lle ettd yhteiskunnalle huomattavaa haittaa ja kustannuksia.
Vastasyntyneiden tai lapsivuodeikdsten aivosairauksien mallin-
taminen jyrsijoilla on ensisijainen keino uuden lddkeaineen te-
hon, mekanismien ja turvallisuuden tutkimiseen ennen ihmisilla
tehtavia kliinisia kokeita.

Tassa tutkimuksessa kdytetadn in vivo eldinmalleja lupaavien
ladkeaineiden prekliiniseen testaukseen Tavoitteena on edes-
auttaa potentiaalisten lddkeaineiden etenemista kliinisiin kokei-
siin. Kaytettavat prekliiniset tautimallit ovat tieteellisessa kirjal-
lisuudessa laajasti kuvattuja ja kaytettyja toistettavuutensa ja
ennustettavuutensa vuoksi. Tasta johtuen mallit ovat myos laa-
keteollisuudessa laajalti kaytettyja malleja arvioitaessa kehit-
teilla olevien lddkeaineiden tai terapioiden tehoa aivosairauksia
ja perifeerisid verenkiertohairi6ita vastaan.

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

Tavoitteena on kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja vasta-
syntyneen/lapsivuodeikdisen (neonataali) aivojen hapenpuut-
teen ja verenkiertohairididen aiheuttamiin keskushermoston
sairauksiin.

Kaytettdvat eldinlajit ja eldin-
maarat

Rotta, 1080

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

Eldimille koituu kipua kirurgisesta toispuoleisen aivovaurion in-
dusoimisesta, hypotermiahoidosta, tutkittavien ladkeaineiden
annosteluista aivoihin ja systeemisesti seka kuvantamisista. Poi-
kaset karsivat motorisista ja sensorisista hdirioista aivovaurion
seurauksena. Tutkimuksen paatteeksi eldimet lopetetaan.

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

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

1. Replacement

In vitro -mallit aivojen hapenpuutteen ja verenkiertohairididen,
tutkimiseksi ovat hyvin rajalliset johtuen monimuotoisuudesta
ihmispopulaatioissa. Tasta johtuen sairauden mallintaminen
luotettavasti vaatii useita malleja eri lajeissa ja niiden kan-
noissa. Uusien ladkkeiden todellista tehoa tai vastetta seka tur-
vallisuutta voidaan tutkia luotettavasti vain koe-eldainmalleissa
ennen kliinisia kokeita. In vitro kokeet ovat hyvin rajallisia joh-
tuen tutkimusmenetelmien yksinkertaisuudesta verrattuna ni-
sakkaan koko fysiologiaan. Myoskadan tietokonepohjaiset simu-
laatiot eivat sovellu kyseisissa malleissa ldadkeaineen tehon tes-
taamiseen, johtuen lukuisista sairauden vakavuuden osateki-
joista.

2. Vahentaminen

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

2. Reduction

Koeasetelmat on standardoituja ja niiden kdytdn 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 mallivalidaatiotyolla, joka maaritte-
lee tilastollisesti tarvittavat ryhmakoot (voima-analyysi) ja joka
maarittaa koe-eldinten kdyton maaran kussakin koeasetel-
massa. Perusteellisen validaatiotyon ja tilastollisen voima-ana-
lyysin perusteella voidaan luotettavasti ennustaa soveltuvat
ryhmakoot, jotka minimoivat eldinten kdyton alimpaan mah-
dolliseen ilman etta koeasetelman tilastollinen voima vaaran-
tuu.

3. Parantaminen

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

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

3. Refinement

Suurin osa aivojen hapenpuutteen ja verenkiertohairididen
elainmalleista on kehitetty jyrsijoissa, seka hiirissa etta rotissa.
Jyrsijoissa havaitut taudin mekanismit, vasteet nykyisille l1aak-
keille ja eldinten kdayton maara suhteessa saatavaan informaati-
oon ladkeaineen tehosta ja turvallisuudesta ovat kohtalaiset.
Ne ovat kuitenkin niin tieteellisen yhteisén kuin ladketeollisuu-
den hyvaksymia menetelmia tutkia naita sairauksia. Alemmilla
selkdrankaisilla tai in vitro -menetelmin ei voida saada saman-
laista tietoa uusien ladkeaineiden tehosta. Taman lisaksi ndista
menetelmista ei ole saatavissa tietoa talla hetkella kaytettyjen
ladkeaineiden vasteista, joita voitaisiin kayttda verrattaessa uu-
sista ladkeaineista saatavia tuloksia. Kasittelyista aiheutuvaa ki-
pua lievennetaan kipulaakityksella. Kokeessa kaytetdaan mah-
dollisimman aikaisia lopetuskriteereja.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA




TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 23.4.2019, arviointi ESAVI 13.9.2019.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli testata uusia tehokkaita hoitomuotoja vastasyntyneiden ja kehittyvien ai-
vojen verenkiertohairidihin ja niista aiheutuvaan vaikeavammaisuuden hoitoon kokeellisissa eldin-
malleissa. Tavoitteena oli edesauttaa potentiaalisten lddkeaineiden etenemista kliinisiin kokeisiin
potilailla. Toisena tavoitteena oli kehittaa itse tutkimusmallin kdytt6a, mika edesauttaa uusien laak-
keiden ja ladkehoitomuotojen kehittamista.

Tutkimusmalli toimi odotetusti ja sen avulla voitiin arvioida luotettavasti testattujen ladkeainekan-
didaattien ja hoitomuotojen tehoa. Kaytettavat eldin- ja tutkimusmallit soveltuvat tahan tutkimuk-
seen.

2. Millaista haittaa? ‘

Eldimille koitui kipua kirurgisesta toispuoleisen aivovaurion indusoimisesta, hypotermiahoidosta,
tutkittavien ladkeaineiden annosteluista aivoihin ja systeemisesti seka kuvantamisista. Poikaset kar-
sivat motorisista ja sensorisista hairidista aivovaurion seurauksena. Tutkimuksen paatteeksi eldimet
lopetettiin.

Kuolleisuuden syita:

- Hypoksian aikaiset komplikaatiot

- Poikasten pieni lahtdpaino ennen leikkausta

- Aivovaurion laajuus

- Anoreksia operaation jalkeen, paino ei kehittynyt normaalisti tai maitopilkkua ei havaittu
- Osaan kuolemista ei l6ydy selittavaa syyta

3. 3R-mahdollisuudet \

Seuraavia keinoja ja menetelmia on kehitetty ja sovellettu eldinmaaran, kuolleisuuden ja stressin
vahentamiseen seka hyvin voinnin parantamiseen.

- Emojen kasittely ennen synnytystd, jotta emot tottuvat ihmiseen ja ovat rauhallisempia
poikasia kasiteltaessa

- Poikasmaaran karsiminen 10-12 poikaseen / emo, mika vahentaa operaation jalkeista
kuolleisuutta ja samalla operoitujen pentujen maaraa

- Poikasia karsittaessa valitaan henkiin jadviksi poikueen isoimmat poikaset, jotka toden-
nakoisemmin selvidvat iskemiasta. Kuitenkin niin, etta kuhunkin poikueeseen jatetaan
suurin piirtein yhta paljon uroksia ja naaraita

- Osa poikueesta jatetaan operoimatta (1-2 pentua) silloin kuin koeasetelma sen sallii,
jolloin emoilla on aina poikasia seuranaan ja niiden suhtautuminen operoituihin poika-
siin sdilyy normaalina. Muutoin emolla on aina seuranaan 1 tai useampi operoitu poika-
nen.



Suurin osa kokeista oli kestoltaan vain noin viikon verran, ainoastaan 1 tehdyista ko-
keista kesti 21 padivan ikaan saakka

Huonokuntoisten poikasten tukihoito; terveemmat pennut siirretdan ajoittain pois
emon luota lampdmatolle, jolloin kilpailu paremmista nisistda on vahadisempaa



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: asetus

564/2013 Liite 3.

Osahanke / | Eldin- | Tavoitteet Eldinmaara: | Vakavuus- Millaista vakavin haitta 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu vahentaa tai
Toimen- laji saavuttami- | Luvassa arvi- | luokka: oli? eldinten hyvinvointia parantaa?
pide nen oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | Oliko toistuva, mallista ai- | Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jatkossa vahen-
(+/-) allinen / tosiasiallinen | heutuva vai satunnainen tamaan?
Neonataali | Rotta | Kaytetyt 1080/564 Ei toipumista; Vakava; Haitta on mallista | Emojen kasittelyn lisdidminen ja emojen totuttaminen
hypoksia/is- tutkimus- 10 (kuollut iske- | johtuva. ihmiseen ennen synnytysta, jolloin emojen kokema
kemia mallit toimi- mian aikana), stressi on vahdisempaa ja ne hoitavat poikasia parem-
vat odote- Lieva; 24 (naiivit | Tehdyissa kokeissa kuoli min.
tusti ja ko- elaimet, tassa 115 rottaa ja lopetuskri-
keista saa- luvussa ei ole teerien perusteella lope- Poikasmaaran rajaaminen 10-12 poikaseen emoa
tiin luotet- huomioitu rot- tettiin 70 rottaa. kohti varmistaa sen, etta kaikki poikaset saavat riitta-
tavia tulok- tia, joille ei ole vasti ravintoa ennen operaatiota, jolloin ne selvidvat
sia. Testat- tehty toimenpi- | Kuolleisuuden syita: leikkauksesta paremmin ja toipuvat nopeammin.
tujen laa- teitd), Kohtalai- - Hypoksian aikaiset
keainekan- nen; 20 (Sham komplikaatiot Operoitaviksi valitaan poikueen painavimmat yksilot,
didaattien operoidut elai- - Poikasten pieni silla 1ahtopainolla nayttaisi olevan yhteys selviytymi-
tehoa pys- met), Vakava; [aht6paino ennen seen.
tyttiin arvi- 510 (Iskemia) leikkausta
oimaan luo- - Aivovaurion laa- Osa poikueesta jatetdan operoimatta (1-2 pentua) sil-
tettavasti. juus loin kuin koeasetelma sen sallii, jolloin emoilla on aina

- Anoreksia operaa-
tion jalkeen, paino
ei kehittynyt nor-
maalisti tai maito-
pilkkua ei havaittu

- Osaan kuolemista
ei loydy selittavaa
syyta

poikasia seuranaan ja niiden suhtautuminen operoi-
tuihin poikasiin sailyy normaalina. Muutoin emolla on
aina seuranaan 1 tai useampi operoitu poikanen.

Huonokuntoisten poikasten tukihoito; terveemmat
pennut siirretdan ajoittain pois emon luota lampo-
matolle, jolloin kilpailu paremmista nisistd on vahai-
sempaa.




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

Aikaisempi paatepiste

X

Lyhyempi seuranta-aika

Pesamateriaali ja kuivikkeet

Lisalampo operoinnin jalkeen

Totuttaminen

Poikueiden karsiminen

Riittava koulutus ja perehdyttaminen

Validaatiot ja pilotointi

XX | X |X[X|X[X

XX | X |X[X|X|[X




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

Neurodegeneraatio ja neurorestoraatio

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

hermorappeuma, hermokasvutekija, aivosairaus

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla

Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ympadristonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden | Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sailyttdminen 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)

Hermosolujen akuuttia kuolemaa tai toimintakyvyn heikenty-
mistd aiheuttaviin ihmisen hermorappeumasairauksiin tai aivo-
sairauksiin ei ole olemassa hoitoa, joka pysayttdisi hermorap-
peuman tai palauttaisi hermosolujen toimintakyvyn. Tutkimuk-
semme tavoitteena on kehittdaa |aakehoito hermosolujen tai
hermoratojen toimintakyvyn palauttamiseksi.

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

Hermorappeumasairauksiin tai aivosairauksiin, joissa hermoso-
lujen toimintakyky on heikentynyt, ei ole olemassa ldadkehoitoa
joka palauttaisi hermosolujen tai hermoratojen toimintakyvyn.
Mikali onnistumme tavoitteessamme, tulemme mullistamaan
aivosairauksien hoidon seka kansallisesti maamme ladketeolli-
suusrakenteen. Onnistuessamme lddketeollisuuden osuus brut-
tokansantuotteestamme tulee olemaan moninkertainen nykyi-
sestd. Ennen kaikkea ikdantymiseen liittyvat hermosairaudet
ovat lisddntymassa, ja tutkimuksestamme tulevat hytymaan tu-
levaisuudessa Parkinsonin tautia, aivoinfarktia, ALS:3a tai aivo-
vaurioita sairastavat potilaat.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri 4080, rotta 3480 eldinta

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

Eldimille aiheutuu kohtalaista haittaa kirurgisista toimenpiteista
seka indusoiduista tautimalleista. Toimenpiteiden aiheuttama
kipu on lyhytaikaista. Huntingtonin taudin eldinmallissa joudu-
taan kdyttamaan niin myohaista lopetuspistetta, etta eldin voi
joutua kokemaan vakavaa motorista haittaa. Eldimet lopetetaan
kokeiden paatyttya.

Vakavuusluokat: kohtalainen ja vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Tutkimuksessamme kaytetdan rinnakkain soluviljelmia aina kun
se on mahdollista. Soluviljelmat ovat kuitenkin darimmaisen
keinotekoisia tutkimusymparistoja, eika niilla pystyta tutkimaan



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

esimerkiksi hermoratojen tai hoidon vaikutusta eldinten toi-
minnalliseen toipumiseen.

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

Kokeet suunnitellaan ja toteutetaan huolellisesti ammattilais-
ten toimesta. Kaytamme yleisesti hyvin toimiviksi osoittautu-
neita metodeja, jotka hallitsemme hyvin. Kdaytamme tutkimuk-
sissamme mahdollisimman vdahan, mutta riittavan maaran elai-
miad, jotta saamme tarvittavan luotettavuuden tuloksiimme
seka riittavan tilastollisen voiman.

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) Kayttamamme rotta- ja hiirimallit ovat parhaita saatavilla
olevia tautimalleja. Biologialtaan alemmat eldimet eivat sovellu
hermorappeumasairauksien tautimalleihin eika niita kaytta-
malla paasta luotettaviin tuloksiin, joiden perusteella voisi
tehda kliinisia potilaskokeita. Luotettavimmat mallit, jotka joh-
taisivat parempaan translaatioon potilaisiin, vaatisivat apinoilla
tehtavia kokeita.

b) Hiirten ja rottien kaytto tutkimuksessa on perusteltua erityi-
sesti geenimuunneltujen linjojen takia, silla hermorappeuma-
sairauksien taustalla on useita geneettisia riskitekijoita. Parkin-
sonin taudin ja aivoinfarktin tautimallina rotta on kokemuk-
semme perusteella hiirtd parempi.

c) Kaikki kirurgiset toimenpiteet suoritetaan anestesiassa ja riit-
tavasta kipuldakityksesta huolehditaan seka toimenpiteen ai-
kana etta sen jalkeen. Eldimia tarkkaillaan huolellisesti kokei-
den aikana ja jos eldgimen havaitaan karsivan, se lopetetaan.
Kayttamissamme malleissa kipu liittyy leikkaukseen ja mikali
koe-eldin edelleen kokee kipua leikkauksen jalkeen, se lopete-
taan.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA

TAKAUTUVA ARVIOINTI

Saapumispvm: 31.5.2019, arviointi ESAVI 12.9.2019.

1) Miten hankkeen tavoitteet on saavutettu?
Hankkeen tavoitteet on saavutettu hyvin. Tulosten perusteella olemme tehneet useita keksintoilmoituksia, 3
patenttihakemusta, 4 vaitdskirjaa seka julkaisseet 26 vertaisarvioitua julkaisua.

2) Eldimille aiheutettu haitta, mukaan lukien kdytettyjen eldinten maarat ja lajit seka toimenpiteiden tosiasi-
allinen vakavuus

Luvalla oli 4080 hiirta ja 3480 rottaa josta kaytettiin yhteensa 3305 eldin. Naista 3305 eldaimesta rottia oli
1543 ja hiiria 1762 kpl. Alla olevassa taulukossa on eri vakavuusasteet ja eldinlajit on taulukoitu alla.



Luokka Hiiri Rotta

SV1 - Ei toipumista 138 (4 kp GS2, 0 kpl GS3) 6 (0 kpl GS2, 0 kpl GS3)
SV2 - Lieva 1131 (215 kpl GS2, 0 kpl GS3) | 1042 (30 kpl GS2, 0 kpl GS3)
SV3 - Kohtalainen 275 (51 kpl GS2, 0 kpl GS3) 463 (5 kpl GS2, 0 kpl GS3)

20 (1 kpl GS2, 0 kpl GS3)
SV4 - Vakava 200 (22 kpl GS2, 97 kpl GS3)

GS2 = ei-haitallinen geenimuunnos, GS3 = haitallinen geenimuunnos

3) Kaikki seikat, jotka saattavat edistda korvaamisen, vihentamisen ja parantamisen periaatteen toteutta-
mista

Kokeiden hyvalla suunnitelulla, tutkijoiden koulutukseen panostamalla seka pitkajanteisella laatutyolla
olemme pystyneet toteuttamaan 3R periaatetta. Lisdksi olemme tehneet paljon yhteistyota koe-eldinkes-
kuksen tyontekijoiden kanssa, ja liséamalla kommunikaatiota olemme pystyneet parantamaan eldinkokei-
den laatua. Koska meidan tutkimuksessa on paljon nuoria vaitdskirja- ja maisteriopiskelijoita on tama
prosessi jatkumo.

3R tavoitteet on myds saavutettu hyvin ja olemme voineet vdahentaa koe-eldinten kayttda hyvalla suunni-
tellulla seka tekemalla osan kokeista soluviljelya apuna kayttdaen. Parantamalla kaytettyja menetelmia
olemme edelleen kehittaneet kaytanteitimme ja aivoinjektioiden laatua, joka jo sinadllaan vahentaa tarvit-
tavien eldinten maara per ryhma. Olemme vahentdneet eldinten kokemaa kipua kayttamalla pidempikes-
toista paikallispuudutetta (bupivakaiini) lidokaiinin sijaan sekad parantamalla eldinten seurantaa. Parkinso-
nin tautimalleissa meilla kuoli muutamia eldimia d-amfetamiinilla pydrittamisen jdlkeen, ja patologin tut-
kimuksen perusteella eldimet olivat kuolleet sydamen vajaatoimintaan ja tasta seuranneeseen keuhko-
kongestioon ja kardiogeeninen keuhko6deemaan. Pienentamalla annettavaa d-amfetamiini annosta 2.5
mg/kg:sta 2.25 mg/kg, nesteyttamalla rottia saliinilla seka huolehtimalla huoneen paremmasta ilmanvaih-
dosta, olemme padsseet tilanteeseen jossa rottia ei ole enaa kuollut. Lisaksi olemme kiinnittaneet eri-
tyista huomiota leikkauksien yhteydessa instrumenttien puhtauteen ja talla tavalle vahentaneet infekti-
oita.



3. YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Tadytettyna 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

Akuutit toksisuuskokeet kemikaalien turvallisuuden arviointia
varten

Hankeluvan kesto 3 vuotta

Avainsanat kemikaali, akuutti, toksisuus

Hankkeen tarkoitus Perustutkimus Kylla,Ei
Translaatio- tai soveltava tutkimus Ei
Lakisdateinen 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)

Viranomaiset vaativat turvallisuusarvioinnin kaikista uusista
sekd jo kaytOssa olevista ladkkeista ja kemikaaleista suojellak-
seen ihmisid, eldimia ja ymparistdéa kemikaalien haittavaikutuk-
silta (REACH) EU:n alueella.

Turvallisuusarviot tehdaan keraamalla tietoa kemikaalin ominai-
suuksista ja sen vaikutuksista in vitro ja in vivo saatavien tulos-
ten perusteella. Testien suorittamisesta on olemassa OECD-vi-
ranomaisten laatimat ohjeistot, joita tulee noudattaa.
Akuuttien toksisuuskokeiden tarkoituksena on 16ytdaa kemikaalin
alin annostaso, jonka kerta-annos aiheuttaa haittaa iholle, sil-
miin tai elimistodn tarkoituksella tai vahingossa annettuna.
Eldinkokeissa taytyy kayttaa vahintaan kolmea eri annostasoa,
joista alimmalla tasolla aiheutuvaa haittaa ei ilmene tai se on hy-
vin lieva ja ylimmalla tasolla saadaan esiin jonkin asteisia haitta-
vaikutuksia, jotta voidaan maarittaa sallittu paivittdinen enim-
maisannos. Vaara negatiivinen tulos saattaa olla tuhoisa.

Tama hanke koskee akuutin toksisuuden koejarjestelmia, joilla
tutkitaan testiaineen vaikutusta eri annostasoilla kayttden eri
annostelureitteja (eri osahankkeina hakemuksessa), jotta voi-
daan maarittaa vuorokausiannoksen turvarajat ja teoreettinen
LD50-arvo kuvaamaan kemikaalin haittaluokitusta. Testien suo-
rittamisesta on olemassa OECD-viranomaisten laatimat ohjeis-
tot, joita tulee noudattaa. Tama lupahakemus koskee kemikaa-
lien turvallisuusarvioinnissa kaytettavia akuutin toksisuuden
testeja (OECD 402, 404, 405, 420 ja 425), joita tehdaan tutkimus-
palveluina asiakkaille.

Viranomaiset tarkastavat tutkimuksen kaikki vaiheet ja varmis-
tavat, ettd tutkimus on tehty OECD:n GLP-laatujarjestelman mu-
kaisella tavalla.



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

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

Akuutin toksisuuden koejarjestelmilla tutkitaan testiaineen vai-
kutusta eri annostasoilla kdyttden eri annostelureitteja jotta voi-
daan maarittda vuorokausiannoksen turvarajat ja teoreettinen
LD50-arvo kuvaamaan kemikaalin haittaluokitusta.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Rotta 500, hiiri 300, kaniini 500, marsu 500 eldinta

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

Annostasot valitaan siten, ettd suurimmalla annoksella saadaan
esiin toksisia oireita ja pienin annostaso aiheuttaa korkeintaan
lievia oireita, joista eldin toipuu kokeen seurantajakson aikana.
Suurimmat annostasot oraalisena kerta-annoksena saattavat ai-
heuttaa pahimmillaan eldimen &killisen kuoleman. Tama on
mahdollista, mutta ei tarkoituksellista, osahankkeen 4. (OECD
420) pilottitesteissa ja osahankkeessa 5. (OECD 425). Osahank-
keet 1. - 3. Iho- ja silma-arsytystestit saattavat aiheuttaa elai-
melle kipua ja karsimysta. Eldimet saavat kuitenkin kipuladketta
pre-emptiivisesti ja sen antamista jatketaan tarpeen mukaan.
Maaratyn seuranta-ajan kuluttua eldimet lopetetaan makro- ja
mikroskooppista patologista tutkimusta varten.

Vakavuusluokat: kohtalainen, vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Viranomaiset edellyttavat akuutin toksisuuden varmistamiseen
aina eldinkokeen, jos kemikaalin/laakkeen saatavilla olevien
taustatietojen tai in vitro-tulosten perusteella ei ole mahdollista
maarittdda ao kemikaalin/ladkkeen kaytolle turvallista paivit-
taista kerta-annosta eri reittien kautta annosteltuna tai maarit-
taa sen haittaluokitusta.

Akuutin dermaalisen toksisuuskokeen (OECD 402) tarkoituksena
on maarittda ihon kautta annettavan kerta-annoksen toksiset
vaikutukset elimistdssa kayttden useita eri annostasoja. Mikali
testiaineen kerta-annostelu aiheuttaa ihoon arsyyntymista tai
syopymista, varsinaista akuuttia ihon arsyyntymis/sy6pymistes-
tia (OECD 404) ei enaa tehda.

Akuutti iho- ja silma-arsytyskoetta (OECD 405) ei tehda, mikali
aineen pH:n, happamuuden tai emaksisyyden perusteella tai ai-
neista saadun aikaisemman tiedon pohjalta ei voida paatella sen
arsyttavyytta tai syovyttavyyttd. Mikali testiaineen suurimmalla
annoksella saadaan selva ihoa arsyttava reaktio, silma-arsytys-
testia ei tarvitse tehda.

Seka ihodrsytys ettd silma-arsytys testi tehddan yhdella elai-
mella (kaniini) ja vakio-annoksella. Mikali arsytysreaktiota ei
voida havaita, koe toistetaan kahdella uudella eldimellad. Ko-
keessa kaytetdaan korkeintaan 3 eldint3, joita seurataan kahden
viikon ajan. Koe keskeytetdan heti jos voimakas reaktio on ha-
vaittavissa.

Akuutti oraalinen toksisuustesti (OECD 420), jossa yleensa kay-
tetdan 3 eri annostasoa ja kontrollia, voidaan tehda ns limit-tes-
tina, jolloin tutkimuksessa on vain yksi annosryhma ja kontrolli-
ryhma, mikali kemikaalin odotetaan edeltdvien testien ja




taustatietojen perusteella olevan hyvin vahan toksinen (sen las-
kennallinen LD50 arvo on >2000 mg/kg). Akuutti oraalinen tok-
sisuuskoe voidaan tehdd myos ns Up-and-Down menetelmalld
(OECD 425), jolloin tarvittavien eldinten maara voi jaada edel-
listd koetyyppia pienemmaksi, mutta kokeessa kuolee joitakin
eldimia testiaineen aiheuttamiin haittoihin. Testiainetta annos-
tellaan vain yhdelle eldimelle ja annostasoa nostetaan logaritmi-
sesti seuraaville eldimille, kunnes saavutetaan toksinen taso,
jolla eldin kuolee &killisesti testianeen kerta-annoksen saatuaan
tai sairastuu niin vakavasti, etta se joudutaan lopettamaan (mo-
ribund). Logaritmisesti vuoroin nousevilla ja laskevilla annoksilla
haetaan eldin kerrallaan annostaso, jolla kuolee tai joudutaan
lopettamaan yhteensa 3 eldinta. LD50 arvo maaritetaan lasken-
nallisesti.

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

OECD-ohjeissa olevia eldinmaaria tulee noudattaa. Esikokeiden
avulla varmistetaan etta varsinaisessa kokeessa kaytettavat an-
nokset on valittu siten, etta niilld saavutetaan luotettava tulos.

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) OECD ohjeiden mukaan, testiaineesta riippuu mika ohjeessa
annetuista lajeista valitaan

b) OECD ohjeiden mukaan valitaan laji, jolla saadaan todenna-
kdisimmin luotettava tulos

c¢) Tutkimukseen liittyy oleellisesti eldinten kliinisten oireiden in-
tensiivinen tarkkailu.

Suurimmilla annoksilla eldimille voi aiheutua hyvinvointia vaka-
vastikin haittaavia toksisia oireita ja odottamattomia kuolemia
kesken kokeen. Selvasti kivuliaat ja moribundit eldimet lopete-
taan heti kun tilanne havaitaan, joten eldinten kokema mahdol-
linen karsimys jaa lyhytaikaiseksi.

Seka ihodrsytykselle etta silma-arsytykselle on kehitteilla kor-
vaavia menetelmid, mutta niita ei viela ole virallisesti hyvaksytty
eivatka viranomaiset toistaiseksi hyvaksy pelkastdaan niiden
kayttoa turvallisuusarviointiin. Mikali in vitro kokeessa ei saada
toksista reaktiota esiin, tulokset taytyy varmentaa in vivo-mal-
lilla. Koe keskeytetdan heti ja testiaine huuhdellaan iholta tai
silmasta, jos sen havaitaan aiheuttavan voimakasta kipua elai-
melle.

Hankkeesta ei tehda / tehdain
takautuva arviointi

KYLLA




TAKAUTUVA ARVIOINTI

Saapumispvm: 11.11.2019, arviointi ESAVI 5.12.2019.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Mita tavoitteita hankkeella oli?

Taman hankkeen tavoitteena oli tuottaa luotettavasti ja OECD viranomaisten laatimien ohjeiden
mukaisesti tietoa kemikaalien turvallisuudesta. Suoritimme taman hankeluvan alla useita tutkimuk-
sia, joiden tavoitteena oli edistaa projektien/yhdisteiden etenemista seuraaviin prekliinisiin ja kliini-
siin tutkimuksiin. Osa tutkimuksista suoritettiin myyntiluvan hakemista tai uusimista varten.

Miten ndiden saavuttamisessa onnistuttiin?

Viranomaiset (FIMEA) ovat tarkastaneet tutkimuksen kaikki vaiheet ja varmistaneet, etta tutkimus
on tehty OECD:n GLP-laatujarjestelman mukaisella tavalla. Testit onnistuivat odotetusti.

Onko kaytetty eldinmalli sopiva tdhan tutkimukseen?

Testeissa kaytetyt eldinmallit valittiin ICH ja OECD-ohjeiden mukaisesti. Olemme kayttdneet rottia
ja kaniineja, koska ne mallintavat hyvin ihmisen fysiologiaa.

Mita tavoitteita hankkeella oli?

Taman hankkeen tavoitteena oli tuottaa luotettavasti ja OECD viranomaisten laatimien ohjeiden
mukaisesti tietoa kemikaalien turvallisuudesta. Suoritimme taman hankeluvan alla useita tutkimuk-
sia, joiden tavoitteena oli edistda projektien/yhdisteiden etenemista seuraaviin prekliinisiin ja kliini-
siin tutkimuksiin. Osa tutkimuksista suoritettiin myyntiluvan hakemista tai uusimista varten.

Miten ndiden saavuttamisessa onnistuttiin?

Viranomaiset (FIMEA) ovat tarkastaneet tutkimuksen kaikki vaiheet ja varmistaneet, etta tutkimus
on tehty OECD:n GLP-laatujarjestelman mukaisella tavalla. Testit onnistuivat odotetusti.

Onko kaytetty eldinmalli sopiva tdhan tutkimukseen?

Testeissa kaytetyt eldainmallit valittiin ICH ja OECD-ohjeiden mukaisesti. Olemme kayttaneet rottia
ja kaniineja, koska ne mallintavat hyvin ihmisen fysiologiaa.

2. Millaista haittaa?

Katso taulukko 1.

3. 3R-mahdollisuudet

Replacement:

Ladkeaineiden turvallisuuden testaukseen on kehitetty in vitro -menetelmia, mutta esimerkiksi
akuutin toksisuuden testeille ei ole vield viranomaisten hyvaksymia korvaavia menetelmia. Akuutti




iho- ja silma-arsytyskoe tehdaan, mikali aineen pH:n, happamuuden tai emaksisyyden perusteella
tai aineista saadun aikaisemman tiedon pohjalta ei voida paatella sen arsyttavyytta tai syovytta-
vyytta (in vitro, in vivo ja ex vivo —tutkimukset). Ennen arsytyskokeita varmistetaan, ettd koe on
perusteltu, eika eldimille aiheuteta turhaa karsimysta. Mikali jokin pohjatiedoista osoittaa, etta
testiaine on iholle tai silmaan annosteltuna arsyttava tai syovyttava, ei edeta tutkimuksissa pidem-
malle. Iho- ja silma-arsytyskokeissa on ohjeistoissa kerrottu, mita tutkimustietoa testiaineesta pi-
taa olla, ennen kuin siirrytdaan eldinkokeisiin.

Reduction:
Kokeet tehdaan aina pienimmalla mahdollisella viranomaisen hyvaksymalla maaralla eldimia.
Refinement:

Pilottitutkimuksella pienta eldinmaaraa kayttaen varmistetaan oikea annos varsinaista koetta var-
ten. Korkein annostaso valitaan siten, ettad kudostasolla saadaan osoitetuksi toksisuutta osoittavia
muutoksia, joiden ei kuitenkaan oleteta aiheuttavan eldimissa vakavia ja kuolemaan johtavia kliini-
sia oireita. Tutkimuksen aikana eldinten kliinisid oireita tarkkaillaan tehostetusti paivittain. Lopetus-
piste ei ole eldimen kuolema, vaan jo kliinisten oireiden (painonlasku, piloerektio tms.) havaitsemi-
nen riittad tavoitteen saavuttamiseen.

Onko kaytettavana uusia vaihtoehtoisia menetelmia eldinten kayton tilalle?

Ladkeaineiden turvallisuuden testaukseen on kehitetty in vitro -menetelmia, mutta akuutin toksi-
suuden testeille ei ole vield viranomaisten hyvaksymia korvaavia menetelmia.

Voisiko toimenpiteiden toteuttamistapaa ja/tai hoitomenetelmia edelleen kehittda?

Seuraamme in vitro ja in silico -tutkimusmenetelmien kehittymista ja ohjeistojen paivittymista tur-
vallisuuden arvioinnissa. Kdytamme vain viranomaisten hyvaksymia ja paivitettyja tutkimusmene-
telmia. OECD:n ohjeistuksissa otetaan nykydaan huomioon 3R peritaatteet ja noudatamme naita
ohjeita.

Voisiko inhimillisia lopetuspisteita aikaistaa?

Kriteerit kuolemansairaille ja karsiville eldimille on kuvailtu erillisessa OECD-ohjeistossa (Recogni-

tion, Assessment and Use of Clinical Signs as Humane Endpoints for Experimental Animals Used in
Safety Evaluation. Environmental Health and Safety Monograph Series on Testing and Assessment
No 19.) Ohjeisto ottaa huomioon 3R’n periaatteet toksikologisissa tutkimuksissa.

Eldimia tarkkaillaan saannéllisesti kokeen aikana ja mikali koulutettu henkilokuntamme havaitsee

kivun ja karsimyksen merkkeja eldimet lopetetaan heti. Kuolema ei siis ole paatepiste.

Pitdisiko eldinmaaria muuttaa?

Kokeet tehdaan aina pienimmallda mahdollisella viranomaisen hyvaksymalla maaralla eldimia. Pilot-
titutkimuksella pienta eldinmaaraa kayttden varmistetaan oikea annos varsinaista koetta varten.

Voisiko kaytetyista eldimista saada enemman tietoa hyddynnettavaksi?

Perinteisessa akuutin toksisuuden-kokeessa eldinta seurataan ja lopuksi tehddan vain makro-
skooppinen tarkastus avatulle eldimelle. Testiaineen tyypista (single microdose) ja kayttotarkoituk-
sesta riippuen on joissain tilanteissa (esimerkiksi first human dose-testi) mahdollista kayttaa



kahden eri OECD:n tutkimusmenetelmén (repeated dose in two species ja acute dose in one spe-
cies) sijaan vain yhta eldinlajia ja testiad (ICH guideline M3(R2)). "Extended single dose toxicity” on
esimerkki tutkimustyypistd, jossa voidaan saada enemman tutkimustietoa kuin perinteisessa akuu-
tissa toksisuuskokeessa. Tdssa “laajennetussa” kokeessa kerdtaan tietoa esimerkiksi histopatolo-
gisten tutkimusten avulla, tai eldimista otetuista verindytteista voidaan analysoida erilaisia para-
metreja.

Olisiko keksityilla 3R-keinoilla laajempaa hyodynnettavyytta?

Toksisuuskokeissa on tarkeaa kouluttaa henkilékunta havaitsemaan kivun ja kdarsimyksen merk-
keja. Ennen testimenetelmien valitsemista on tarkeda keskustella viranomaisten kanssa ja valita
testimenetelma josta saadaan eniten tietoa.

Muuta




Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kdayttomaarat 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 tiivistelméassa. Katso vakavuusluokittelun kriteerit: asetus 564/2013 Liite 3.

Osahanke / Toimenpide | Eldin- Tavoitteet Eldinmaara: | Vakavuus- Millaista vakavin haitta oli? 3R-keinot: miten eldinmaaria on
laji saavuttami- Luvassa arvi- | luokka: Oliko toistuva, mallista aiheutuva | voitu vahentaa tai eldinten hyvin-
nen oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | vai satunnainen vointia parantaa?
(+/-) allinen / tosiasiallinen Miten haittaa pystyttiin/pystyttai-
siin jatkossa vahentamaan?
OSAHANKE 1: OECD 402
Akuutti dermaali toksi- - - - Kohtalainen / - -
suus
OSAHANKE 2: OECD 404 e OECD ohjeiden vaatimia minimi
Akuutti dermaali arsy- - - - Kohtalainen / - - elainmaaria kaytettiin osahank-
tys/syovyttavyys keissa
OSAHANKE 3: OECD 405 Kohtalainen / e Kokeen aikana eldinten hyvin-
Akuutti silmanarsy- Kohtalainen *Eldimilla ei havaittu vakavaa ar- vointi tarkistettiin tehostetusti
tys/syovyttavyys sytysta tai syopymista ja kliiniset oireet kirjoitettiin
*Havaittiin lievaa hyperemiaa "kliiniset oireet" lomakkeisiin
*Havaittiin lievaa sidekalvon pu- |e Eldinten totuttaminen toimen-
naisuutta piteisiin: eldinten punnituksen
*Havaittiin jonkin verran silma- ja hakkien vaihdon yhteydessa
luomien normaalista poikkeavaa rotat totutettiin kasittelyyn, esi-
turvotusta merkiksi ottamalla suun kautta
Kaniini + 300/7 *Havaittiin lievaa/kohtalaista kyy- annostelun ote eldimen seldsta

nelnesteen eritysta kaikilla elai-
milla (myos kontrollieldimilld)

* Elaimilla ei havaittu vakavia tok-
sisia oireita, tai kuolleisuutta tut-
kimuksen aikana.

*Yhtaan eldinta ei tarvinnut lo-
pettaa hyvinvointiongelman takia
kokeen aikana.

e Seurasimme OECD:n paivitet-
tyja ohjeista (Updates on 3Rs
methods for regulatory testing
October 2019) jossa nykyaan
kiinnitetdan enemman huomi-
oita 3R-periatteisiin




OSAHANKE 4. OECD 420
Akuutti oraalinen toksi-
suus — kiinted annos

Rotta

2400/124

Vakava / lieva

*Testiaineen annostelun jalkeen
eldaimilla ei havaittu vakavia toksi-
sia oireita tai kuolleisuutta tutki-
muksen aikana.

*Yhtaan eldinta ei tarvinnut lo-
pettaa hyvinvointiongelman takia
kokeen aikana.

*Havaitsimme seuraavia ohime-
nevia lievia oireita:

1. lisdantynytta porphyriinin eri-
tysta (punainen variaine silmien
ja sierainten ymparilla stressire-
aktion seurauksena)

2. nendvuoto ja aivastelu

3. painonmenetys

4. piloerektio (karvojen pystyyn
nousu)

5. dantely mahaan annostelun
(kaytetty annostelusondia) jal-
keen

OSAHANKE 5. OECD 425
Akuutti oraalinen ylos-
alas testi (UPD-testi)

vakava




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 hyédyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkeja)

Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Kehitetty in silico -menetelmia

Kokeet tehdaan aina pienimmalla mahdolli-

sella viranomaisen hyvaksymalla maaralla X X X X
eldaimia.

Pilottitutkimuksella pienta elainmaaraa

kdyttdaen varmistetaan oikea annos varsi- X X X X
naista koetta varten.

Kliinisten oireiden tarkkailu paivittdin tutki-

muksen aikana X X X X
Eldinten totuttaminen toimenpiteisiin 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 Parkinsonin taudin prekliini-
sissa elainmalleissa.

Hankeluvan kesto

Kolme vuotta

Avainsanat

Parkinsonin tauti, prekliininen ladkeainetutkimus

Hankkeen tarkoitus

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

Ympdristonsuojelu 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)

Parkinsonin taudin hoitoon ei ole talla hetkelld kdytdssa tehok-
kaita, sivuvaikutuksettomia hoitomuotoja. Prekliinisten eldinko-
keiden tarkoituksena on edesauttaa mahdollisen ihmiskayttéon
soveltuvan ladkeaineen |oytymista ja sita kautta helpottaa yksi-
I6n hyvinvointia ja tuoda yhteiskunnallista hyotya. Malleissa te-
hokkaiksi osoittautuneet ladkeaineet etenevat viimekadessa klii-
nisiin tutkimuksiin tehokkaiden ja turvallisten Parkinsonin tau-
din ladkehoitojen kehittamiseksi.

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

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

Kaytettavat eldinlajit ja elain-
maarat

Rotta, 2160, hiiri, 2400 eldinta

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

Tautitilojen indusointi tehdaan toksiineilla joko systeemisena
antona tai kirurgisesti aivoihin tiettyyn kohtaan. Tama aiheuttaa
eldaimelle kohtalaista tai huomattavaa haittaa. Kayttaytymistes-
teistd, laakinnasta ja kuvantamisesta aiheutuu eldimille kohta-
laista haittaa. Ladkinnat suoritetaan i.p., s.c., i.v., i.n., p.o., juo-
mavedessa tai osana dieettid. Suurin osa kokeista on nailla an-
nostelutekniikoilla toteutettavia. Pienelle maaralle kokeita (ar-
vio < 5 %), voidaan kayttaa kirurgiaa vaativia annostelumuotoja.
Eldimille tehtavat kayttaytymistestit aiheuttavat lievaa haittaa.
Eldimet lopetetaan tutkimusten loputtua.

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 kaytettava tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa
menetelmaa ei voi kayttaa?

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

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

Koeasetelmat on standardoituja ja niiden kdayton pohjana on pe-
rusteellinen mallien validointityd. Kunkin geneettisen mallin
taustalla on ihmissairautta oleellisin osin mallintava eldinmallin
ilmiasu (fenotyyppi) jonka tulee olla 1) perinnéllisesti (geneetti-
sesti) relevantti ettd 2) oireistoltaan/patologialtaan ihmissai-
rautta kuvaava. Nain varmistetaan etta koe-eldinmalli kayttay-
tyy mallille kuuluvalla tavalla ja antaa oikeanlaisen taudinkuvan.
Koeasetelmissa ryhman sisdinen variaatio minimoidaan malliva-
lidaatiotyolla, joka maarittelee tilastollisesti tarvittavat ryhma-
koot (voima-analyysi) ja joka maarittaa koe-eldinten kayton
maaradn kussakin koeasetelmassa. Validaatiotyon ja tilastollisen
voima-analyysin perusteella voidaan luotettavasti ennustaa so-
veltuvat ryhmakoot, jotka minimoivat eldinten kayton alimpaan
mahdolliseen ilman ettd koeasetelman tilastollinen voima vaa-
rantuu.

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 eldainmal-
leista on kehitetty jyrsijoissa. Jyrsijoissa havaitut taudin meka-
nismit, vasteet nykyisille ladkkeille (jos on) ja eldinten kadyton
maara suhteessa saatavaan informaatioon ladkeaineen tehosta
ja turvallisuudesta ovat hyvat. Alemmilla selkdrankaisilla tai in
vitro -menetelmin ei voida saada samanlaista tietoa uusien |3a-
keaineiden tehosta, koska kyseiset menetelmat eivat ole riitta-
vasti tutkittuja, eivatka yleisesti hyvaksyttyja ja kaytettyja. Ta-
man lisaksi ndista menetelmista ei ole saatavissa tietoa talla het-
kella kdytettyjen ladkeaineiden vasteista, joita voitaisiin kdyttaa
verrattaessa uusista ladkeaineista saatavia tuloksia.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 23.12.2019 - arviointi ESAVI 8.1.2019.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli kehittdd uusia tehokkaita hoitomuotoja Parkinsonin taudin hoitoon tes-
taamalla ladkeaineiden tehoa Parkinsonin taudin eldinmalleissa. Muutosluvissa (i.v.-1ddkinta 50 hii-
relle 1x pvassa, yht. 7 kertaa), (i.v.-ladkinta 150 rotalle 3x viikossa, yht. 18 kertaa), (Busulfan-kasittely




tg-eldimille, n. 500 hiirtd), (AAV A53T-aivoinfuusio hiirelle, lisdind LRRK2 tg-hiirikanta, IT-annostelu)
haettiin ladkintareittien ja -kertojen muutoksia, busulfan-kasittelya ja lajimuutoksia sekd uuden
transgeenisen kannan kayttoa taudin hoitoon tahtdavissa tutkimuksissa.

Toimenpiteet: taudin indusointi, kirurgiset operaatiot, ladkinta, kayttaytymistestit, verindytteiden
keruu, kuvantamismittaukset, lopetus ja naytteenkeruu. Lisdksi tutkittiin lddkeaineiden pitoisuuksia
ladakehoidon jalkeen eldimilta otetuista veri- ja kudosnaytteista.

Kaytettavat eldin- ja tutkimusmallit soveltuivat hyvin tahan tutkimukseen kussakin osahankkeessa:
Osahanke 1 (6-OHDA-malli, LPS-malli, AAV A53T alfa-synukleiini-malli), osahanke 2 (MPTP-malli),
osahanke 3 (Transgeeninen A53T eldinkanta) ja muutoslupa osahankkeelle 3 (Busulfan-kasittely
C57BL/6N-Gbatm1.1Mjff Tg(Thy1-SNCA)15Mjff/J (JAX kanta: #029124) hiirikannalle).

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

2. Millaista haittaa?

Osahanke 1 oli arvioitu lupakasittelyssa haittaluokitukseltaan vakaviksi. Takautuvan arvion perus-
teella tosiasiallinen haitta oli kuitenkin paaosin kohtalaista. Toimenpiteet onnistuivat suunnitellusti
eika eldimille aiheutunut odottamatonta haittaa hyvinvoinnille. Eldimet toipuivat toimenpiteesta
hyvin. Eldimia kaytettiin tassa osahankkeessa yhteensa 3215, rottia 1941 kappaletta ja hiiria 1274
kappaletta. 13 eldinta kuoli nukutuksessa toimenpiteen aikana. Naiden vakavuusluokka merkittiin
"ei toipumista”. Viisi hiirta kuoli melko pian aivoinfuusion jalkeen, jolloin ne l16ytyivat kuolleena ha-
kista. Tama liittyi todennakoisesti aivo-infuusiossa tulleisiin komplikaatioihin. Osahankkeen 1 trans-
geenisilla hiirikannoilla ei havaittu hyvinvointiongelmia.

Osahankkeessa 2 haittaluokitus oli arvioitu lupakasittelyssa vakavaksi ja tosiasiallinen haitta oli
myos vakava. Osahankkeessa 2 kaytettiin yhteensad 1358 hiirtd, joista kuolleena loydettiin 151 ja
lopetuskriteerien takia lopetettiin 26 eldinta. Kuolleisuuden syyna oli tautimalliin liittyva kuolleisuus
(MPTP:n annostelu). Etukateen ilmoitettu arvio kuolleisuusprosentista tassa mallissa oli 15% ja to-
siasiallinen kuolleisuus oli n. 13 %, joka vastasi hyvin odotettua. Eldimia tukihoidettiin kriittisimman
jakson aikana: niita ruokittiin pehmennetylla rehulla ja hakki laitettiin lampdmatolle osittain, jotta
elaimet pystyivat halutessaan lammittelemaan. Suurin riski kuolleisuuteen oli 3 vrk aikana MPTP:n
annostelusta. Tasta toivuttuaan eldimet olivat hyvakuntoisia eikd muita hyvinvointiongelmia enaa
havaittu.

Osahankkeen 3 haittaluokitus oli arvioitu lupakasittelyssa vakavaksi. Tosiasiallisen arvion perus-
teella haittaluokitus oli osalla hiirista vakava (n. 17%), osalla kohtalainen (n. 38%) ja lopuilla lieva (n.
45%). Osahankkeeseen kuuluvassa muutosluvassa (Busulfan ja lentivirus kasittely) havaittiin kuol-
leisuutta, joka liittyi immuunipuutostilan indusointiin. Osahankkeessa 3 ja sen muutosluvassa kay-
tettiin yhteensa 262 hiirt, joista kuolleena I6ydettiin 11 kpl ja lopetuskriteerien perusteella lope-
tettiin 22 kpl. Toteutunut kuolleisuusprosentti oli 12.6%, joka vastaa hyvin etukateen arvioitua jul-
kaisun perusteella ilmoitettua 12.5% kuolleisuutta. Suurin osa kuolemista havaittiin ensimmaisessa
Busulfan-mallilla tehdyssa tutkimuksessa. Myohemmissa tutkimuksissa kuolleisuus putosi huomat-
tavasti jadden alle viiden prosentin. Kuolleisuuden vahentymiseen vaikutti merkittavasti eldinten
tukihoidon kehittyminen, erityisesti eldinten pitdminen [amp&matoilla. Busulfan-kasitellyilla hiirilla
havaittiin odotusten mukaisesti hyvinvointiongelmia, kuten painonlaskua ja yleista huonokuntoi-
suutta. Eldaimid tukihoidettiin niin pitkddn kuin niiden kunto sitad vaati. Malliin huomattiin liittyvan



hammasluuston pehmenemista alkaen n. 2 kk kuluttua Busulfan-kasittelysta ja tasta aiheutuvaa
hampaiden katkeamista ja lohkeamista. Eldinten hampaiden kuntoa tarkkailtiin joka padiva ja ham-
paita hiottiin tarvittaessa syomisen helpottamiseksi. Eldimet saivat pehmennettya rehua koko tut-
kimuksen ajan hammasongelmien vuoksi, eika eldinten yleiskunto tai paino laskenut hammasongel-
mien takia. Osahankkeessa 3 kadytetylla transgeeniselld kannalla oli jonkin verran hyvinvointiongel-
mia, mutta ne eivat poikenneet odotetusta.

3. 3R-mahdollisuudet

Kaikissa tutkimusmalleissa on ollut kdytossa pehmennettya rehua seka pitkdnippaiset juomapullot
ja lampomattoja toimenpiteiden jalkeen. Lopetuskriteereja on pyritty kehittdamaan siten, etta eldi-
mia loytyisi mahdollisimman vahan kuolleena. Eldimen kunnon arvioinnissa on kdytetty apuna mm.
eldaimen painon putoamista, liikkumiskykya ja yleiskunnon kehittymista. Kirurgiaan liittyen on pyritty
kiinnittamaan huomiota aseptiikkaan, leikkausmenetelmiin ja koulutukseen. Taman lisasi eldinten
post-operatiivista hoitoa ja eldinten tarkkailua on kehitetty. Auennutta haavaa tikattiin uudelleen
vain yhden kerran. Jos haava kuitenkin aukesi toisen kerran eldin lopetettiin.

Kuolleisuusprosentit olivat ennakoidulla tasolla. MPTP- ja Busulfan-annostelun jalkeen eldinten lam-
mittdminen lampomatolla koettiin tarkeaksi tukitoimenpiteeksi, joka saattoi merkittavasti auttaa
joitakin eldimia selvidamaan kriittisimman jakson yli.



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 saavuttaminen Eldinmaara: | Vakavuus- Erityista aiheutettuun hait- | 3R-keinot: miten eldinmaaria on
Toimenpide | laji (+/-) Luvassa ar- | luokka: taan liittyen: esim. voitu vahentaa tai eldinten hyvin-
vioitu / to- | Luvassa arvi- satunnainen / toistuva, vointia parantaa?
siasiallinen | oitu / tosiasi- | saatu vahenemaan/ loppu-
allinen maan 3R-keinoin
Yhteen- Rotta + | Tutkimusmalli soveltui tahan | Rotta 2160 | Rotta: Vakava- | Vakavimmat haitat liittyivat | Tukihoito toimenpiteiden jalkeen,
veto: hiiri tutkimukseen ja antoi luotet- | /1941 9, Kohtalainen- | tutkimusmalliin tai leikkauk- | lisdalammon tarjoaminen ensimmai-
tavia tuloksia (+). Hiiri 2900 / | 1237, Lieva- sessa tapahtuneisiin ongel- | sen vuorokauden aikana.
Myds tutkimuksen tavoitteet | 2894 685, miin. Laitoksessa siirrytty kayttamaan
palveluntarjoajan nakoékul- Ei toipumista- systemaattisesti yhta neulaa vain
masta saavutettiin: Asiakas- 35 yhteen pistoon i.p.- ja s.c-ladkin-
tutkimukset suoritettiin pro- noissa.
tokollan mukaisesti (+). Tutki- Hiiri: Vakava-
mustulokset lahetetty asiak- 1171, Kohtalai-
kaalle protokollan mukaisesti nen-1045,
(+). Lieva-499,
Ei toipumista-
14
Osahanke 1 | Rotta Tutkimusmalli soveltui tahan | 1941 Vakava-9, Koh- | Kuolleena loydettyjen Eldimia tukihoidettiin toimenpitei-
(6-OHDA- tutkimukseen ja antoi luotet- talainen-1237, | maara: 1 den jalkeen ja kriteerien perus-
malli, LPS- tavia tuloksia (+). Lieva-685, Lopetuskriteerien perus- teella lopetettujen eldinten maara
malli, AAV Myos tutkimuksen tavoitteet Ei toipumista- | teella lopetettujen maara: saatiin pidettya alhaisena.
A53T alfa- palveluntarjoajan nakokul- 35 3.
synu- masta saavutettiin: Asiakas- Vakavin haitta aiheutui
keleiini- tutkimukset suoritettiin pro- komplikaatioista liittyen ki-
malli) tokollan mukaisesti (+). Tutki- rurgisiin toimenpiteisiin.
+muutos- mustulokset ldhetetty asiak-

lupa

kaalle protokollan mukaisesti

(+).




Osahanke hiiri Tutkimusmalli soveltui tahan | 1274 Vakava-20, Kuolleena Ioydettyjen Eldimia tukihoidettiin toimenpitei-
1: tutkimukseen ja antoi luotet- Kohtalainen- maara: 16 den jalkeen ja kriteerien perus-
muutoslupa tavia tuloksia (+). 946, Lieva-135, | Lopetuskriteerien perus- teella lopetettujen eldinten maara
AAV A53T Myos tutkimuksen tavoitteet Ei toipumista-8 | teella lopetettujen maara: saatiin pidettya alhaisena.
alfasynukle- palveluntarjoajan nakokul- 14. AAV-aivoinfuusioon liittyvia teknii-
iini-malli hii- masta saavutettiin: Asiakas- Vakavin haitta aiheutui koita tarkasteltiin ja henkilostoa
relle tutkimukset suoritettiin pro- komplikaatioista liittyen ki- | tarvittaessa koulutettiin, jotta ki-
tokollan mukaisesti (+). Tutki- rurgisiin toimenpiteisiin. Yh- | rurgiaan liittyvat ongelmat saatiin
mustulokset ldhetetty asiak- dessa kokeessa testiaine ai- | minimoitua.
kaalle protokollan mukaisesti heutti arvaamattomia sivu-
(+). vaikutuksia, jonka vuoksi
eldaimet lopetettiin ja 1aa-
kinta keskeytettiin.
Osahanke 2 | Hiiri Tutkimusmalli soveltui téhan | 1358 Vakava-1106, Kuolleena I6ydettyjen Eldimia tukihoidettiin (ruokinta,
+ muutos- tutkimukseen ja antoi luotet- Kohtalainen-0, | maara: 151 [ampd) MPTP:n jalkeen ja kritee-
lupa tavia tuloksia (+). Lieva-246, Lopetuskriteerien perus- rien perustella lopetettujen tai
Myds tutkimuksen tavoitteet Ei toipumista-6 | teella lopetettujen maara: kuolleena loydettyjen eldinten
palveluntarjoajan nakoékul- 26. maara saatiin pidettya odotettuna.
masta saavutettiin: Asiakas- Vakavin aiheutunut haitta Lampomatolla pitaminen 1-2 vuo-
tutkimukset suoritettiin pro- oli taudin indusointiin liitty- | rokautta saattoi auttaa eldaimia sel-
tokollan mukaisesti (+). Tutki- vaa (MPTP). viamaan paremmin MPTP-kasitte-
mustulokset lahetetty asiak- lysta.
kaalle protokollan mukaisesti Kiinnitettiin huomiota i.p.- pistos-
(+). tekniikan koulutukseen.
Osahanke 3 | Hiiri Busulfan-indusoitu malli so- 262 Vakava-45, Kuolleena Ioydettyjen Busulfan- kasiteltyja eldaimia pyrit-
+ muutos- veltui erittdin hyvin tdhan tut- Kohtalainen- maara: 11 tiin tukihoitamaan mahdollisim-
lupa kimukseen, transgeeniset 99, Lieva-118 Lopetuskriteerien perus- man hyvin ja niiden hampaat tar-

mallit soveltuivat hyvin (+).
Validaatiotutkimuksissa kehi-
tetty uusi malli (Busulfan) on
todettu hyvin toimivaksi ja tu-
losten pohjalta otettu malli

teella lopetettujen maara:
22

Lupakauden aikana tehtiin
kaksi tutkimusta
A30P(A53T) -hiirikannalla.

kistettiin joka paiva ja tarvittaessa
lyhennettiin, jotta eldimet pystyi-

vat sydomaan. Lampomaton kaytto
vahensi kuolleisuutta.




asiakastutkimuskayttoon
(+).Tutkimusmalli soveltui ta-
han tutkimukseen ja antoi
luotettavia tuloksia (+).My0s
tutkimuksen tavoitteet palve-
luntarjoajan nakdkulmasta
saavutettiin: Asiakastutki-
mukset suoritettiin protokol-
lan mukaisesti (+). Tutkimus-
tulokset lahetetty asiakkaalle
protokollan mukaisesti (+).

Tahan kantaan liittyi neuro-
logisia oireita, joiden takia
osa eldimista lopetettiin.
Moni eldimista myos tap-
peli, ja eldimia lopetettiin
tappeluvammojen vuoksi.
Muutosluvan mukaisia
Busulfan-kasiteltyja eldimia
haittasi painonlasku ja yleis-
kunnon heikkeneminen, ja
hampaiden lohkeaminen.

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 X -

Riittava koulutus ja perehdytys X X X -

Validaatiot ja pilotointi X X - -

Lampdmatto X X X -
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YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA
Hankkeen nimi

Hankeluvan kesto
Avainsanat
Hankkeen tarkoitus

Hankkeen tavoitteet (esim.
tieteellinen tieto, jota hae-
taan taikka tieteelliset tai
hoidolliset tarpeet)

Hankkeesta saatava mah-
dollinen hyoty (kuinka
tiede edistyisi, kuinka ihmi-
set tai eldaimet voisivat hyo-
tya hankkeen tuloksista)

Kaytettavat eldinlajit ja
eldinmaarat

Ennakoidut haitat eldimille,
arvioidut vakavuusluokat,

Aivojen syvien osien sahkdisen stimulaation vaikutusmekanismit Par-
kinsonin taudin eldinmallissa.

Kolme vuotta

Parkinson, Aivojen syvien osien stimulaatio, DBS

Perustutkimus Kylla
Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisdaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei
Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden tai hy-  Ei
vinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei
Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-opetus Ei
Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei
Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

Parkinsonin tauti on toiseksi yleisin aivoja rappeuttava (neurode-
generatiivinen) sairaus, jonka ladkehoito johtaa yleensa noin 5-10 vuo-
dessa merkittaviin haittavaikutuksiin.

Vaikeista Parkinsonin taudin ladkehoidon haitoista karsivien potilaiden
hoidossa voidaan kayttaa aivojen syvien osien stimulaatio —hoitoa eli
DBS:aa, joka on kliinisessa kdytdssa tehokkaaksi todettu hoitomene-
telma. Taman hoitomenetelman tarkkaa vaikutusmekanismia ei kui-
tenkaan tunneta.

Hankkeen tarkoituksena on selvittaa aivojen syvien osien stimulaation
vaikutusmekanismeja, minka tavoitteena on lyhyellakin aikavalilla pa-
rantaa Parkinsonin taudista karsivien potilaiden hoitomahdollisuuksia.
Lisaksi hankkeella tavoitellaan uusia menetelmia hidastaa Parkinsonin
taudin etenemista.

Stimulaation vaikutusmekanismien tunteminen parantaa mahdolli-
suuksia kehittaa stimulaatiohoidon kliinista yhteensovittamista ladke-
hoidon kanssa sekda ymmartaa paremmin stimulaation lyhyen ja pitkan
aikavalin vaikutuksia teoreettisesti.

Tarkkojen vaikutusmekanismien selvittaminen mahdollistaa myos ny-
kyistd paremman potilasvalinnan seka stimulaatiokohteen (STN ja GPi)
potilaskohtaisen valinnan. Aivojen syvien osien stimulaation vaikutus-
mekanismia tutkimalla voidaan my0Os saada lisatietoa L-DOPA:n ai-
heuttaman dyskinesian syntymekanismeista.

Lisdaksi on mahdollista, ettd stimulaation vaikutusten ymmartaminen
parantaa mahdollisuuksia kdyttaa stimulaatiota taudin etenemisen hi-
dastamisessa eli neuroprotektiossa. Kasvutekijahoitojen ja stimulaa-
tion yhteisvaikutusten selvittdminen voi johtaa nopeallakin aikatau-
lulla kliinisiin sovelluksiin.

Taman eldintutkimuksen tuloksia voidaan siirtda nopeastikin kliiniseen
tutkimukseen, koska tutkijat tyoskentelevat myos itse kliinisen aivojen
syvien osien stimulaation parissa.

Rotta 565, Hiiri 565 eldinta

Eldimille koituu kipua kirurgisista toimenpiteista. Toispuolisesta Par-
kinsonin tautimallista aiheutua toiminnallista haittaa ja subtalaamisen



eldinten kohtalo toimenpi-
teen paatyttya

tumakkeen leesioinnista seuraa ohimenevia pakkoliikkeita. Eldimet lo-
petetaan toimenpiteen paatyttya.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Repla-
cement

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

2. Vahentdminen - Reduc-
tion

Kuinka on varmistettu, etta
elaimia kdaytetdaan mahdol-
lisimman vahan?

3. Parantaminen - Refi-
nement

a) Perusteet eldinlajin va-
linnalle.

b) Miksi valittu eldginmalli
on paras tieteellisten ta-
voitteiden kannalta?

c) Miten eldimille aiheu-
tettu haitta on tarkoitus
minimoida?

Hankkeesta ei tehda / teh-
daan takautuva arviointi

Tassa tutkimuksessa selvitetaan stimulaation seka stimulaation ja
kasvutekijahoidon yhteisvaikutuksia systeemitasolla eldimen kayttay-
tymiseen ja aivojen signalointiin, mita voidaan tutkia vain tutkimalla
eldvaa eldinta. Tutkimuksen tavoitteiden toteutumiseksi tarvitaan
tuoretta aivokudosta valittdmasti stimulaation jalkeen, mita ei ole
mahdollista saada kliinisesti hoidetuilta ihmispotilailta. Tutkimukseen
kuuluu myds taysin kokeellisia hoitoja, joita on ensin tutkittava elain-
mallissa ennen kuin siirrytaan kliinisiin tutkimuksiin.

Yksipuolinen 6-OHDA injektio haittaa merkittavasta vahemman rotan
toimintakykya kuin molemmin puolinen injektio. Aivojen stimulaa-
tiota tutkittaessa korvaavaa menetelmaa aivoihin asetettavalle elekt-
rodille ei ole.

Eldimia kaytetdaan pienin mahdollinen maara, joka aiemman koke-
muksen perusteella riittaa tutkittavien ilmididen toteamiseksi.

a) Pyritaan valitsemaan mahdollisimman yksinkertainen eldainmalli,
joka mahdollistaa aivostimulaatioon liittyvien ilmididen tutkimisen.
b) Rotta on luotettavin jyrsijamalli aivostimulaation tutkimiseen,
koska kohdetumake on rotalla ja kohtalaisen kokoinen mahdollistaen
luotettavan elektrodien asetuksen. Kayttaytymiskokeiden toteuttami-
nen on rotalla huomattavasti hiirta luotettavampaa. Geneettisten
mallien testaamisessa hiiri on rottaa parempi malli geneettisten mal-
lien saatavuuden takia.

¢) Eldimille aiheutettu haitta minimoidaan toimenpiteiden osalta ki-
puldakitykselld ja lisdravinnolla seka toteuttamalla toimenpiteet vain
toispuoleisesti. Toispuoleinen parkinsonnintautimalli ei juurikaan vai-
kuta eldimen normaaliin kdyttaytymiseen. Koe-eldimille annettu aivo-
jen kohdetumakkeen sahkdstimulaatio vahentaa parkinsonin taudin
oireita. Eldimet lopetetaan lopetuskriteerien mukaisesti.

KYLLA

TAKAUTUVA ARVIOINTI

Saapumispvm: 11.10.2019. Arviointi ESAVI 19.11.2019.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli selvittaa Parkinsonin taudin syvaaivostimulaatiohoidon vaikutusmekanis-
meja seka tutkia onko syvaaivostimulaatiolla ja kasvutekijoilla potentiaalisesti hyodyllisia



yhteisvaikutuksia. Vaikutusmekanismien suorassa selvittamisessa epaonnistuttiin, mutta hank-
keessa onnistuttiin ensimmaista kertaa osoittamaan kasvutekijahoidon ja syvdaivostimulaation
hyodyllinen yhteisvaikutus koe-eldinmallissa.

Kaytetty Parkinsonin taudin rottamalli oli sopiva tahan tutkimukseen. Syvaaivostimulaatiossa kay-
tettiin varsin lyhyita stimulaatioaikoja ja on mahdollista, ettd ndma lyhyet stimulaatioajat vaikutti-
vat siihen, ettei vaikutusmekanismeista saatu uutta tietoa. Pidempikestoista kliinista syvaaivosti-
mulaatiota mallinnettiin kohdetumakkeen leesioinnilla yhdessa kasvutekijan kanssa, ja taman mal-
lin kaytto oli valttamatonta tutkimuksen tulosten saavuttamisessa.

2. Millaista haittaa?

- Parkinsonin tautimallin luonti, aiheuttaa haittaa tarvittavan toimenpiteen ja siihen liittyvan nuku-
tuksen seka naista toipumisen vuoksi. Yksipuolisena tehdyn toimenpiteen aiheuttama pysyva
haitta rotan kdyttaytymiseen on vahainen. Kyseessa on hyvin tunnettu malli ja leikkaukset, eli etu-
kateen arvioitu haitta vastasi tosiasiallista haittaa. Kokonaishaitta on tarvittavien toimenpiteiden
vuoksi kohtalainen. Kymmenen eldinta lopetettiin ennen aikaisesti puutteellisesti syntyneen Par-
kinsonin tautimallin vuoksi, ndilla eldaimilla ei ollut hyvinvointiongelmia.

- Kohdetumakkeen leesiointi. Kohdetumakkeen leesiointi aiheuttaa ohimenevia pakkoliikkeit3,
joita osattiin odottaa etukateen. Pakkoliikkeita oli n. 30 eldgimelld mutta naita hoidettiin onnistu-
neesti kloraalihydraattisedaatiolla. Yhdella elaimella oli mahdollisesti pakkoliikkeista johtunutta
iho-ongelmaa ja tdma sama eldin vaikutti heikolta, tama eldin lopetettiin ennen aikaisesti lopetus-
kriteerien perusteella.

- Kasvutekijan ruiskutus, tasta aiheutuva haittaa liittyy kokemustemme mukaan lahinna tarvitta-
vaan toimenpiteeseen. Kun tassa kokeessa kasvutekija ruiskutettiin aivoihin samassa yhteydessa
kuin kohdetumakeleesioitiin, ei tastd aiheutunut ylimaaraista toimenpidetta. Kokonaishaitta on
vaadittavan toimenpiteen vuoksi kohtalainen, mutta tassa asetelmassa kasvutekijasta ei siis lisa-
haittaa ollut.

3. 3R-mahdollisuudet

Tassa hankkeessa tehdylle tutkimukselle ei ole oikein lopulta muuta vaihtoehtoa kuin eldinkokeet.
6-OHDA -leesiot yksipuoleisesti annettuna aiheuttaa vahan haittaa eldaimelle.

Hyvinvoinnin parantaminen subtalaamisen kohdetumakkeen leesioinnin (joka aiheuttaa ohime-
nevasti, n. 24 h, pakkoliikkeitd) jalkeen suunnitellusti annetulla kloraalihydraattisedaatiolla vaikutti
onnistuvan hyvin, ja se lievitti alkuvaiheen pakkoliikkeitd huomattavasti.

Eldinmaaria ei kannata ainakaan pienentda kokemustemme perusteella, koska yksilokohtainen
vaihtelu on esimerkiksi Parkinsonin tautimallissa varsin suurta. Osan naista kokeista hylatyista elai-
mista saattaisi kuitenkin pystya kayttamaan hyoédyksi muissa kokeissa. Tassa hankkeessa tutkitut
neurodegeneratiiviset ilmiot ovat hitaita ja pitkat koeasetelma saattaisivat olla selvasti hyodylli-
sempia kuin lyhyet. Esimerkiksi puolen vuoden (tai jopa pidempi) koeasetelma saattaisi antaa



sellaista tietoa, jota ei saada edes useilla lyhyilla kokeilla tehtyd. Tama saattaisi vahentaa kokonai-
suudessaan ilmididen tutkimiseen tarvittavia eldinmaaria.

Kohdetumakkeen tarkempi paikantaminen olisi hyddyllista, mutta hankalaa ilman MRI-kuvanta-
mislaitetta, mika taas vaatisi yhden anestesian lisaa seka erityislaitteistoa jonka saatavuus on hyvin
rajallinen. Kohdetumakkeen sahkoéisen toiminnan tunnistaminen elektrofysiologisesti olisi yksi
mahdollisuus parantaa suurinta tarkkuutta vaativan toimenpiteen, eli elektrodin asettamisen, osu-
vuutta, mika voisi johtaa tarvittavan eldinmaaran vahenemiseen.

Aiemman kokemuksen perusteella tiedetdaan etta mikali olisi mahdollisuus kokonaan saada stimu-
laattorilaitteisto ihon alle voisivat rotat olla yhteishakeissa mika varmasti parantaisi hyvinvointia.
Tama on kuitenkin toistaiseksi mahdoton ja tulevaisuudessakin todenndkoisesti teknisesti hanka-
lasti toteutettavissa oleva vaihtoehto.

Muuta




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 kayte-
Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa. Katso vakavuusluokittelun kriteerit: asetus 564/2013

tyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa.

Liite 3.
Osahanke / Toimen- | Eldin- | Tavoitteet | Eldinm&ara: | Vakavuus- Millaista vakavin haitta oli? 3R-keinot: miten eldqinmaaria on voitu va-
pide laji saavutta- | Luvassa arvi- | luokka: Oliko toistuva, mallista aiheu- hentaa tai eldinten hyvinvointia parantaa?
minen oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | tuva vai satunnainen Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jat-
(+/-) allinen / tosiasiallinen kossa vahentamaan?
1a) Natiivieldinten Rotta | - 50/0 - - -
stimulaatio
1b) emiparkinsonis- | Rotta | - 125/0 - - -
tisten eldinten sti-
mulaatio
1c) Stimulaatio ja Rotta | - 40/0 - - -
mikrodialyysi
1d) Kohde tumakkeen| Rotta | - 100/0 - - -
leesiointi,
pitkdaikaisvaituset
2a) Stimulaatio ja Rotta | - 100/0 - - -
kasvutekijat
2b) Stimulaatio ja Rotta | - 50/0 - - -
Kasvutekijavirus-
vektori
2c) Kohdetumak- Rotta | + 100/60 Vakava/Kohta- Kohdetumakkeen leesiointi ai- Kohdetumakkeen leesioinnin jdlkeen tarvit-
keen leesiointi ja lainen-Vakava heuttaa osalle eldimista voima- | taessa toistetusti annettava rauhoittava laa-
kasvutekijat kasta mutta ohimenevaa pyori- | kitys vahentaa selkeasti haittaa.
mista ja etutassujen dyski-
nesiaa.
la-2¢) Hiiri | - 250/0 Hiiria ei kaytetty | - -

lainkaan




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 hyédyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai

laajemmin.
Kaytetty 3R-keino Hankkeessa Omassa toiminnassa Yleisesti sovellettava | Julkaistaan tuloksia raportoitaessa
sovellettava sovellettava
Pesamateriaali X X X X
Lisalampo operoinnin jalkeen X X X joskus
Totuttaminen X X X X
Riittavan pitkat kokeet - 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

Ladkeaineiden tehon testaaminen myotubular myopathy (MTM)
lihasrappeumataudin prekliinisissa eldinmalleissa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

hiiri, prekliininen ladakeainetutkimus, lihasrappeumasairaus

Hankkeen tarkoitus

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

Ympdristonsuojelu 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)

Myotubular myopathy lihasrappeumasairauden hoitoon ei ole
olemassa tehokkaita ladkeaineita. MTM tauti aiheuttaa potilaille
ja heidan omaisilleen karsimysta. Yritys tarjoaa ladkekehityste-
ollisuudelle in vivo -eldinmalleja lupaavien ladkeaineiden preklii-
niseen testaukseen. Tavoitteena on edesauttaa potentiaalisten
ladkeaineiden etenemista kliinisiin kokeisiin.

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

Tavoitteena on kehittaa uusia tehokkaita hoitomuotoja MTM-
sairauteen. Tutkimusmallien kadyttd edistada mydés MTM-sairau-
den mekanismien tutkimista, mika edesauttaa uusien laakkei-
den ja ladkehoitomuotojen kehittamista.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
madrat

Hiiret: 1300 kpl

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

MTM1-poistogeenisten hiirten fenotyyppi on vakava. Eldaimilla
havaitaan yleinen ja progressiivisesti eteneva myopatia ja lihas-
ten toiminnan heikentyminen n. 4 viikon iasta alkaen. Eldimet
kuolevat 15 ikdviikkoon mennessa. Tutkimus kestaan enimmil-
[3an n. 3 kk. Tutkimuksen paatteeksi eldimet lopetetaan. Lope-
tuksen jalkeen tarvittaessa kerataan veri- ja kudosnaytteita.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

In vitro -mallit lihasrappeumataudin tutkimiseksi ovat hyvin ra-
jalliset. Uusien ladkkeiden todellista tehoa tai vastetta seka tur-
vallisuutta voidaan tutkia luotettavasti vain koe-eldinmalleissa
ennen kliinisia kokeita.

2. Vahentdaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, ettd elai-
mid kdytetdadn mahdollisimman
vahan?

Koeasetelmat on standardoituja ja niiden kdyton pohjana on pe-
rusteellinen mallien validointityd. Validointityolld varmistetaan
ettd koe-eldinmalli kayttaytyy mallille kuuluvalla tavalla ja antaa
oikeanlaisen tautivasteen. Koeasetelmissa ryhman sisdinen vari-
aatio



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

minimoidaan mallivalidaatiotyolld, joka maarittelee tilastolli-
sesti tarvittavat ryhmakoot (voima-analyysi).

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?

Suurin osa lihasrappeumasairauksien eldinmalleista on kehitetty
jyrsijoissa. Kyseinen tutkittava kanta on lihasrappeumasairau-
den poistogeeninen hiirikanta. Jyrsijoissa havaitut taudin meka-
nismit, vasteet nykyisille laakkeille ja eldinten kdytén maara suh-
teessa saatavaan informaatioon lddkeaineen tehosta ja turvalli-
suudesta ovat hyvat. Alemmilla selkarankaisilla tai in vitro -me-
netelmin ei voida saada samanlaista tietoa uusien ladkeaineiden
tehosta, koska kyseiset menetelmat eivat ole standardoituja ei-
vatka yleisesti hyvaksyttyja ja kaytettyja. Taman lisaksi naista
menetelmista ei ole saatavissa tietoa talla hetkella kaytettyjen
ladkeaineiden vasteista, joita voitaisiin kayttaa verrattaessa uu-

sista laakeaineista saatavia tuloksia.

Hankkeesta ei tehd3 / tehdiin KYLLA
takautuva arviointi

TAKAUTUVA ARVIOINTI

Saapumispvm: 9.12.2019. Arviointi ESAVI 11.12.2019.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli kehittdd uusia tehokkaita hoitomuotoja myotubular myopathy - lihas-
rappeumasairauden hoitoon. Muutosluvissa tavoitteina oli lisdksi kehittda ladkeaineita myotonisen
dystrofian (DMSXL) lihasrappeumataudin ja Pompen taudin hoitoon.

Tehotutkimuksissa selvitettiin l[ddkeaineiden vaikutusta eldinten kdyttaytymiseen ja motorisiin toi-
mintoihin seka aivojen rakenteisiin ja niiden toimintaan. Tehotutkimusten lisaksi tutkittiin ladkeai-
neiden pitoisuuksia ladkehoidon jalkeen eldimiltd otetuista veri- ja kudosnaytteista.

- Toimenpiteet: 1ddkinta, kayttaytymistestit, telemetriamittaukset, lopetus ja ndaytteenkeruu
Tavoitteissa onnistuttiin erinomaisesti erityisesti myotubular myopathy - lihasrappeumasairauden
hoidon mallissa. Testatut |adkeaineet toimivat erinomaisesti tutkimusmallissa ja [ddkeaineita on tes-
tattu onnistuneesti myds kliinisissa kokeissa. Myds muissa malleissa tutkimukset ovat onnistuneet
odotusten mukaisesti.

2. Millaista haittaa?

Tutkimuksessa kaytettiin kolmea eri transgeenista hiirikantaa. Pddosa hyvinvointiongelmista havait-
tiin myotubular myopathy - lihasrappeumasairauden tutkimusmallissa, jossa eldimid jouduttiin lo-
pettamaan halvaantumisoireiden takia. DMSXL- ja Pompen taudin malleissa havaittiin myds kan-
nasta johtuvia hyvinvointiongelmia (sydamen laajentuminen, pienikasvuisuus), mutta kuitenkin vain
yksittdistapauksissa. Tutkimusmenetelmiin liittyen vakavimmat hyvinvointiongelmat havaittiin tele-
metriamittauksiin liittyvissa operaatioissa DMSXL-mallissa. Yhteensa 16 hiirta jouduttiin lopetta-
maan kirurgiaan liittyvien ihokomplikaatioiden takia. Muihin menetelmiin ei liittynyt hyvinvointion-
gelmia. Huomioitavaa on se, ettd myotubular myopathy - lihasrappeumasairauden tutkimusmallissa



n. 60% kaikista kaytetyista hiirista kuului vakavuusluokkaan kohtalainen eika suinkaan luokkaan va-
kava, johon kuului vain n. 28% hiirista. Tama seikka selittyy silla, etta |ahes kaikki varsinaista tutki-
musainetta saaneista eldimista olivat hyvakuntoisia. Kokonaisuutena eldimista suurimman osan va-
kavuusluokka ei siis sijoittunut luokkaan vakava, kuten oli esitetty lupapaatoksessa. Missaan tutki-
musmallissa ei ollut kaytdssa toistuvia injektioita, joiden haittoja lupapaatdksessa pyydettiin arvioi-
maan.

Hankkeessa kaytettiin yhteensa 994 hiirta. Hiirista 343 oli poikasia, joilta otettiin vain genotyyppaus-
naytteet, minka jalkeen hiiret lopetettiin tarpeettomina vaaran genotyypin takia (DMSXL-malli).
Eldimia jouduttiin lopettamaan lopetuskriteerien perusteella 74 kpl ja kuolleena I6ydettiin 18 kpl.
Suurin osa lopetetuista (56 kpl) tai kuolleena I6ydetyista hiirista (16 kpl) oli myotubular myopathy -
lihasrappeumasairauden malliin liittyvasta tutkimuksesta, ja erityisesti sen vehikkeliryhmasta. Ta-
man lisdksi 16 hiirtd jouduttiin lopettamaan telemetrialdhettimien asennukseen liittyvien iho-
komplikaatioiden takia.

3. 3R-mahdollisuudet

Kaikissa tutkimusmalleissa on ollut kdaytossa pehmennettya rehua seka pitkanippaiset juomapullot.
Lopetuskriteereja on pyritty kehittdmaan siten, ettd eldimia I6ytyisi mahdollisimman vahan kuol-
leena. Eldimen kunnon arvioinnissa on kaytetty apuna mm. eldimen painon putoamista, liikkumis-
kykya ja yleiskunnon kehittymista. Kirurgiaan liittyen on pyritty kiinnittamaan huomiota aseptiik-
kaan, leikkausmenetelmiin ja koulutukseen. Taman lisdsi eldinten post-operatiivista hoitoa ja eldin-
ten tarkkailua on kehitetty. Auennutta haavaa tikattiin uudelleen vain yhden kerran. Jos haava kui-
tenkin aukesi toisen kerran, 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.

Osahanke / | Eldin | Tavoitteet saavuttaminen Eldinmaara: | Vakavuusluokka: Erityista aiheutettuun 3R-keinot: miten eldinmaaria on
Toimen- laji (+/-) Luvassa arvi- | Luvassa arvioitu / haittaan liittyen: esim. voitu vahentaa tai eldinten hyvin-
pide oitu / tosi- tosiasiallinen satunnainen / toistuva, vointia parantaa?
asiallinen saatu vahenemaan/ lop-
pumaan 3R-keinoin

MTM1-tau- | Hiiri | Tutkimusmalli soveltui erin- 1300/510 Vakava-145, Kohta- Kuolleena l6ydettyjen Halvaantumisoireiden perusteella
timalli/ Te- omaisesti tahan tutkimuk- lainen-302, Lieva-64, | maara: 16 eldin lopetettu aikaisessa vaiheessa.
hokokeet seen ja antoi luotettavia tu- Ei toipumista-0 Lopetuskriteerien perus- | Tutkittavat l[adakkeet toimineet niin

loksia (+). teella lopetettujen erinomaisesti, etta ladkehoitoryh-

Tutkittavat ladkeaineet toimi- maadra: 56. man eldimilla ei ole havaittu hal-

vat tehokkaasti tutkimusmal- Eldimille ei tehty toistu- | vaantumisoireita eika niita ole jou-

lissa ja ovat edenneet edel- via injektioita. duttu lopettamaan. Tasta syysta laa-

leen kliinisiin kokeisiin (+). keainetta saaneet hiiret on luoki-

My0s tutkimuksen tavoitteet teltu vakavuusluokkaan kohtalainen.

palveluntarjoajan nakokul-

masta saavutettiin: Asiakas-

tutkimus suoritettiin proto-

kollan mukaisesti (+). Tutki-

mustulokset lahetetty asiak-

kaalle protokollan mukaisesti

(+).
Muutos- Hiiri | Tutkimusmalli soveltui tahan | 409 Vakava-3, Kohtalai- Kuolleena Ioydettyjen Lupakauden aikana tehtiin vain yksi
lupa: tutkimukseen (+). nen-24, Lieva-382 maara: 1 tutkimus. Suurin osa eldinmaarasta
ESAVI/1013 Validaatiotutkimuksissa kehi- (tdma sisaltaa 343 Lopetuskriteerien perus- | selittyy tarpeettomien vaaraa geno-
5/2018 - tetty uusi malli on todettu poikasta, jotka lope- | teella lopetettujen tyyppia olevien poikasten maaralla.
DMSXL-tau- toimivaksi ja tulosten poh- tettu genotyyppaus- | maara: 2 Naille elamille ei tehty muita toi-
timalli/ jalta otettu malli asiakastutki- tulosten jalkeen tar- | Eldimille ei tehty toistu- | menpiteita kuin genotyyppausnayt-

muskayttoon (+).

peettomina)

via injektioita.

teen ottaminen ja lopetus.




Tautimallin Myos tutkimuksen tavoitteet
validaatio palveluntarjoajan nakokul-
ja tehokoe masta saavutettiin: Asiakas-
tutkimus suoritettu protokol-
lan mukaisesti (+). Tutkimus-
tulokset lahetetty asiakkaalle
protokollan mukaisesti (+).
Muutos- Hiiri | Tutkimusmalli soveltuu tdhan | 75/ Vakava-20, Kohtalai- | Kuolleena loydettyjen Telemetrialahettimien asennuksesta
lupa: tutkimukseen ja antoi luotet- nen-50 maara: 1 johtuviin ihokomplikaatioihin reagoi-
ESAVI/1528 tavia tuloksia (+). My6s tutki- Lopetuskriteerien perus- | tiin tutkimuksen aikana: kirurgian
8/2018 - muksen tavoitteet palvelun- teella lopetettujen aseptiikkaan, menetelmiin ja koulu-
Pompe-tau- tarjoajan nakoékulmasta saa- maara: 16 tukseen kiinnitettiin huomiota, post-
timalli/ Te- vutettiin: Asiakastutkimus Eldimille ei tehty toistu- | operatiivista hoitoa ja eldinten tark-
hokokeet suoritettu protokollan mukai- via injektioita. kailua lisattiin. Jos eldimen kunto ja
sesti (+). Tutkimustulokset |a- haava ei hoitotoimenpiteista huoli-
hetetty asiakkaalle protokol- matta parantunut, eldin lopetettiin.
lan mukaisesti (+). Auennutta haavaa tikattiin uudel-
leen vain yhden kerran.

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.

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: 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

Ladkeaihioiden tehon testaaminen keskushermostoon vaikutta-
van hepaattisen enkefalopatian prekliinisessa eldinmallissa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Maksasairaudet, keltaisuus, neurologia, psykiatria

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)

Maksan toimintahairidista johtuvaan keltatautiin ja sen aiheut-
tamien neurologisten ja psykiatristen sairauksien hoitoon ei talla
hetkelld ole olemassa tehokasta, sivuvaikutuksetonta hoitoa.
Tassa hankkeessa toteutettavien prekliinisten eldinkokeiden ta-
voitteena on mallintaa maksan toimintahairiota ja siita johtuvaa
aivosairautta (hepaattinen enkefalopatia), ja ndin toteutetulla
mallilla testata mahdollisia soveltuvia ladkeaineita ihmisen he-
paattisen enkefalopatian hoitoon.

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

Vuonna 2009 pelkadstdaan Yhdysvalloissa arvioitiin olevan 7 — 11
miljoonaa hepaattista enkefalopatiaa sairastavaa ihmista. Hank-
keen tutkimukset tuottavat merkityksellista tietoa testattavien
ladkeaihioiden tehosta ja kdyttokelpoisuudesta maksan toimin-
tahairiosta johtuvien sairauksien ja niiden oireiden hoidossa.
Mahdolliset positiiviset prekliiniset tulokset johtavat parhaim-
millaan testatun ladkeaineen kliinisiin kokeisiin, ja siten myo-
hemmin kehitykseen valmiiksi |ladkkeeksi kliiniseen kayttéon ky-
seistd sairautta potevien ihmisten hoidossa. Tdman hankkeen
ensisijainen tavoite on validoida hepaattiselle enkefalopatialle
elainmalli, ja testata mallia kayttaen ladkeaihioita ko. patologi-
sen tilan hoidossa. Lopullisena tavoitteena voidaan nahda yksi-
I6n, ja sitd kautta vaestdn hyvinvoinnin lisddaminen, seka sairau-
den yhteiskunnalle aiheuttaman sosiaalisen ja taloudellisen
kuorman keventaminen.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Rotta, 900; Hiiri, 900

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

Patologisen tilan kirurginen indusointi ja mahdolliset kirurgiset
ladkintamenetelmat aiheuttavat eldimille vakavaa haittaa. Koh-
talaista haittaa aiheutuu kayttaytymistesteista (muistin ja oppi-
misen testaus; mahd. sosiaaliset testit; motoriset testit; psykiat-
riset testit), ladkinnasta, sekd kuvantamisesta kokeen aikana.
Muut toimenpiteet — kuten verindytteen otto anestesiassa -



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

aiheuttavat eldimille lievaa haittaa. Tutkimuksen lopussa elai-
met lopetetaan histologisia tutkimuksia ja veren analyyseja var-
ten.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Nisdkdsorganismissa toimivat monimutkaiset syy - ja seuraus-
suhteet saatelevat elién kokonaistoimintaa solutasolta aina kog-
nitiivisiin ja psykofysiologisiin toimintoihin. Kyseisessa hank-
keessa mallinnetaan ihmisessa esiintyvaa tilaa, jossa maksan toi-
mintahairio yleisesti aiheuttaa mm. ylemmissa aivotoiminnoissa
manifestoituvia oireita, kuten oireita muistin, oppimisen, sosiaa-
lisen kayttaytymisen, ja/tai motoriikan alueella. Edelld kuvail-
lusta syysta johtuen kyseisen patologisen tilan mallinnuksessa ja
mallin kdytossa ei voida kayttaa korvaavaa menetelmaa.

Lisaksi kliinisiin kokeisiin tahtdavien uusien ladkeaineiden teho,
vaste ja turvallisuus on aina todennettava prekliinisesti in vivo.

2. Vahentdminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta eldi-
mia kdytetaan mahdollisimman
vahan?

Koeasetelmat ovat standardoituja ja niiden kayttoa edeltaa aina
perusteellinen mallin validointityd. Huolellisen mallivalidaation
tuloksena saatujen tietojen perusteella maaritetdan kokeelle
minimieldinmaard, jota noudatetaan varsinaisessa kokeessa.
Hukkaan menevien eldinten maara minimoidaan tai eliminoi-
daan siten etta kirurgiaan, ladkintaan, testaamiseen ja eldinten
yllapitoon — siis kaikkeen toimintaan - osallistuvat ainoastaan
asianmukaisesti koulutetut tyontekijat. Turhia kokeita ja koe-
osioita valtetaan ottamalla ennen validaatiotyota selvaa malliin
mahdollisesti kuuluvista komplikaatioista ym. hyvinvointiin liit-
tyvista riskeista.

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 sappi- ja maksasairauksien eldinmalleista on kehitetty
jyrsijoissa (hiiri ja rotta), johtuen niiden lukuisista eduista verrat-
tuna muihin mahdollisiin koe-eldinlajeihin. Hiiren ja rotan hyoty-
suhde (eldinmaara ja tarvittavat resurssit suhteessa saatavaan
informaatioon) on huomattavan hyva johtuen niiden ominai-
suuksista, kuten nisakasfysiologiasta ja - biologiasta, ruumiin-
koosta, yllapitoon ja toimenpiteisiin liittyvista vaateista, seka
yleensa selkeista vasteista testattaville ladkeaihioille.

Huolellinen mallivalidaatio ja koulutettu henkilokunta varmen-
tavat eldimille koituvan haitan minimoinnin yhdessa yllapito-
olosuhteiden optimoinnin, eldinten tiiviin seurannan, kdytetyn
elainmaaran minimoinnin, mahdollisten kivunlievityskeinojen ja
humaanien yleisten ja mallikohtaisten lopetuskriteerien kanssa.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA




TAKAUTUVA ARVIOINTI

Saapumispvm: 17.12.2019. Arviointi ESAVI 17.12.2019.

‘ 1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli kehittda uusi tutkimusmalli ihmisen maksasairauksien (hepaattinen enke-
falopatia) mallintamiseen rotissa. Toisena tavoitteena oli kehittda ladkeaineita maksasairauksien
hoitoon.

Hankkeen aikana suoritettiin yksi varsinainen validaatiotutkimus. Validaatiotutkimuksessa varsinai-
nen sappitiehyen ligaatiokirurgia onnistui hyvin ja eldimiltd otettujen verindytteiden perusteella
mallissa voitiin todeta ennakko-odotusten mukaisesti muutoksia maksan eri entsyymien pitoisuuk-
sissa. Valitettavasti elamilla todettiin kuitenkin runsaasti komplikaatioita kirurgiaan liittyen; osalla
eldimista havaittiin ongelmia haava-alueen kanssa ja eldimia jouduttiin tdman takia lopettamaan.
Koska malliin ei todettu olevan laajempaa kaupallista kiinnostusta, jatkotutkimuksia ei tehty. Nain
ollen hankkeen toteutus jaa vaillinaiseksi tavoitteiden onnistumisen suhteen: tutkimusmallia ei
saatu luotettavasti toimimaan ja ladkeaineiden testaukseen ei edetty.

2. Millaista haittaa?

Tutkimuksessa kaytettiin 15 eldinta. Naista 1 16ytyi kuolleena ja 4 jouduttiin lopettamaan lopetus-
kriteerien perusteella. Vakavaa haittaa aiheutui 9 eldimelle ja kohtalaista haittaa 6 eldaimelle. Kaikki
hyvinvointiongelmat aiheutuivat kirurgiseen operaatioon liittyvista komplikaatioista. Haava ei pa-
rantunut odotusten mukaisesti ja haava jouduttiin tikkaamaan uudestaan kiinni. Tama lisaksi haava-
alueella havaittiin tulehdusta. Komplikaatioiden varsinaista syyta ei saatu selvitettya. Projekti paa-
tettiin lopettaa ylla mainittujen ongelmien ja vahaisen kaupallisen kiinnostuksen takia.

‘ 3. 3R-mahdollisuudet ‘

‘ Muuta ‘

Kirurgiaan liittyen on pyritty kiinnittamaan huomiota aseptiikkaan, leikkausmenetelmiin ja koulu-
tukseen. Taman lisasi eldinten post-operatiivista hoitoa ja eldinten tarkkailua on kehitetty. Auen-
nutta haavaa tikattiin uudelleen vain yhden kerran. Jos haava kuitenkin aukesi toisen kerran, 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.

Osahanke / | Eldin- Tavoitteet saavuttami- Eldinmaara: Vakavuus- Erityista aiheutettuun 3R-keinot: miten eldinmaaria on
Toimen- laji nen Luvassa arvi- luokka: haittaan liittyen: esim. voitu vahentaa tai eldinten hyvin-
pide (+7/-) oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | satunnainen / toistuva, vointia parantaa?

allinen / tosiasiallinen | saatu vdhenemaan/ lop-

pumaan 3R-keinoin

Ligaatio- Rotta Tutkimusmallia ei saatu 15/900 Vakava-9, Koh- | Kuolleena l6ydettyjen Komplikaatioiden perusteella eldin lo-
malli/vali- validoitua luotettavasti talainen-6, maara: 1 petettu aikaisessa vaiheessa. Post-
daatio kirurgisten komplikaati- Lieva-0, Lopetuskriteerien perus- operatiivisessa hoidossa huomioitu

oiden takia (-).

Ei toipumista-0

teella lopetettujen maara:
4,

pehmennetyn ruoan saanti, nesteytys
ja kipulaakinta.

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

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Aikaisempi paatepiste

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

Sisdakorvan kehitys, toiminta ja stressivaste

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Kuuloelin, kuulotoiminta, kuulovamma, aistin- ja hermosolut,

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla

Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisdateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ympdristonsuojelu 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)

Hankkeessa tutkitaan hiiren sisakorvan kehitysta ja toimintaa,
keskittyen kuuloelimen aistin-, tuki- ja hermosoluihin. (1) Py-
rimme ymmartamaan sisakorvan ja em. solutyyppien kehitysta
ohjaavia molekulaarisia mekanismeja. (2) Selvitimme mekanis-
meja, jotka liittyvat kuuloelimen ja naiden solutyyppien vastee-
seen stressille, ennen kaikkea melulle. Kaytettavat aanenpaine-
tasot ovat sellaisia, joita ihmiset kokevat normaalissa elamassa,
joskus pitempiaikaisestikin. Talla tutkimuksella voidaan loytaa
keinoja aistinsolujen ja hermosolujen tuhoutumisen estami-
seen. Kuulovammalle ei ole talla hetkella hyvaa hoitoa, siis sel-
laista, jossa hoidetaan vaurion syyta (solutuho) eika vain oireita.

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

Uuden kuulovaurion hoitomuodon kehitys

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri, 560 eldinta

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

1. Hiiret altistetaan melulle. Kaytettavat aanenpainetasot ai-
heuttavat hiirille yleista stressid, mutta eivat kipua. Melutasot
ovat sellaisia, joita koetaan pitempiaikaisestikin normaalissa ela-
massa, esim. konserteissa. Kokeen jalkeen eldimet lopetetaan ja
korvakudos otetaan analyysiin, joko heti tai tietyn aikaperiodin
kuluttua. Vakavuusluokka kohtalainen.

2. Lipopolysakkaridi-injektiot. Julkaistun tiedon perusteella kay-
tettdva pitoisuus ei haittaa hiirten hyvinvointia. Vakavuusluokka
lieva.

3. Tamoksifeeni-injektiot: Kokemuksemme ja kirjallisuuden mu-
kaan tamoksifeeni ei haittaa hiirten hyvinvointia. Eldimet lope-
tetaan tietyn aikaperiodin jalkeen altistuksesta. Vakavuusluokka
lieva.



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

Eldimet lopetetaan siten, etta ne tainnutetaan hiilidioksidilla ja
dekapitoidaan heti sen jalkeen.

Vakavuusluokat: lieva, kohtalainen

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Elio- ja kudostasolla solut toimivat kiintedssa yhteydessa toi-
siinsa ja tahan vuoropuheluun perustuvat monet fysiologiset
tapahtumat, myos ne joita tassa hankkeessa selvitetaan. Solu-
viljelykokeissa tutkitaan yksittaisia soluja, joten tama malli ei
toimi korvaavana menetelmana ko. hankkeessa.

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

Huolellisella koesuunnittelulla, kokeen suorittamisella ja sen
jalkeisella kudosten analyysilla voidaan merkittavasti vahentaa
koe-eldinten kayttoa.

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. Korvan anatomiaa ja toimintaa on parhaiten tutkittu hiirella.
Sen korva vastaa paapiirteissaan ihmisen korvaa.

b. Julkaistu tieto hiiren korvasta on pohja hankkeen puitteissa
tehtaville tieteellisille hypoteeseille ja tavoitteille.

c. Hiirten kayttaytymista seurataan melualtistuksen aikana. Jos
kudoksia ei oteta heti sen jalkeen analyysiin, hiirten hyvinvoin-
tia eldintallissa seurataan tarkasti. Injektiot tehdaan vankkaan
kokemukseen pohjautuen. My0s ndiden toimenpiteiden jal-
keen eldinten hyvinvointia seurataan.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm:16.10.2019. ESAVI arviointi ESAVI 11.12.2019.

‘ 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 kayttomaarat eri vakavuusluokissa

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

Osahanke / | Eldin- | Tavoit- Eldinmaara Vakavuus- | Millaista vakavin haitta oli? 3R-keinot: miten eldqinmaaria on voitu vahentaa tai
Toimen- laji teet saa- | Luvassa arvi- | luokka: Lu- | Oliko toistuva, mallista aiheu- eldinten hyvinvointia parantaa?
pide vuttami- | oitu / tosiasi- | vassa arvi- | tuva vai satunnainen Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jatkossa vahenta-
nen allinen oitu / tosi- maan?
(+/-) asiallinen
melualtis- hiiri + 130/140 Kohtalainen | Hiiria seurattiin huolellisesti me- | Huolellisella kokeen suunnittelulla ja kudosten analyysilla
tus lualtistuksen aikana ja sen jal- voitiin vahentaa eldinten maaraa arvioidusta.
105db2h keen. Emme huomanneet erityi-
ja91dB 2h sid ongelmia. 105 dB:n altistuk- | -Tutkimustoiminnassa pyrin koe-eldinten maaran mini-

sen aikana hiiret olivat hissuk-
seen laatikoissa. 91 dB:ssd ne
liilkkuivat laatikoissa. Molem-
missa tapauksissa hiiret alkoivat
kayttaytya normaalisti, kun ne
siirrettiin takaisin yhteislaatikoi-
hin. Eldintenhoitajat ja me tutki-
jat emme huomanneet muutok-
sia hiirten elinkyvyssa (tutkin
kunto, paino) tai kayttaytymi-
sessa (kiinnostus saman laatikon
muihin yksiléihin, pesanraken-
nus, yleinen altiivisuus).

moimiseen huolellisella kokeiden suunnittelulla ja huolel-
lisella kudosnaytteiden analyysilla. Meilla oli useampia
tutkittavia aikapisteita aanialtisten jalkeen ja jotta sai-
simme selvitettya tilastollista merkitsevyytta analyysipa-
rametreillemme, tarvitsimme tietyn yksilomaaran per ai-
kapiste. Tassakin pyrimme minimiyksilomaariin.

- Valitettavasti melualtistusta ei voi mallintaa in vitro.

- Vaihtoehtoisesti aistinsolut saadaan tuhottua yliannok-
sella aminoglykosideja, mutta tama myrkytys on hyvin
haitallinen kaikille elintoiminnoille ja aiheuttaa eldimille
paljon karsimysta pitkaaikaisesti.




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 hyodyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

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

empi padtepiste X - - -

Lyhyempi seuranta-aika X X - -

Pesamateriaali X X X X

Lisdlampd operoinnin jalkeen X X X X

Totuttaminen 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
Hankeluvan kesto
Avainsanat
Hankkeen tarkoitus

Hankkeen tavoitteet
(esim. tieteellinen
tieto, jota haetaan
taikka tieteelliset tai
hoidolliset tarpeet)

Hankkeesta saatava
mahdollinen hyéty
(kuinka tiede edistyisi,
kuinka ihmiset tai elai-
met voisivat hyotya
hankkeen tuloksista)
Kaytettavat eldinlajit
ja eldinmaarat
Ennakoidut haitat elai-
mille, arvioidut vaka-
vuusluokat, eldinten
kohtalo toimenpiteen
paatyttya

Vaihtoehtoisten hengitysentsyymien toimivuus aivosairausmalleissa
3 vuotta

mitokondrio, hermorappeutumissairaudet, aivovaurio

Perustutkimus Kylla
Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisdaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei
Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden tai hyvin- Ei
voinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei
Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-opetus Ei
Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei
Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

Useimmissa aivosairauksissa esiintyy mitokondrion toimintahairioita eika
niihin ole tehokasta hoitoa. Tutkimuksen tavoite on ymmartaa paremmin
mitokondrioiden toimintaa terveessa ja sairaassa yksilossa seka kehittaa
potentiaalisesti uusi terapiamuoto neurodegeneratiivisiin tauteihin seka ai-
vovaurioon. Kehittamamme jyrsijakannat tuottavat vaihtoehtoisia entsyy-
meja toimimaan perinteisten mitokondrion soluhengityskompleksien rin-
nalla. Yhdistettyina eri tautimalleihin, tehtavat kokeet auttavat ymmarta-
maan sekd vaihtoehtoisten entsyymien toimintaa paremmin ettd mito-
kondrioiden toimintahairididen roolia tautipatologiassa. Lisdksi tutkimus
auttaa edistamaan mahdollisen uuden terapiamuodon kehittamista vaihto-
ehtoisista entsyymeista.

Taudin mekanismin ja mahdollisen hoitomekanismin ymmartaminen on
valttamatonta uusien terapiamuotojen kehittamiseksi. Tassd projektissa
tutkimme eldinmalleja, jotka ovat verrattavissa ihmisen sairauksiin. Onnis-
tuessamme tutkimuksistamme tulevat hyétymaan tulevaisuudessa varsin-
kin aivosairauksia sairastavat potilaat.

Hiiri 2160, rotta 1940 eldinta

Eldimille aiheutuu kohtalaista haittaa kirurgisista toimenpiteista seka in-
dusoiduista tautimalleista. Toimenpiteiden aiheuttama kipu on lyhytai-
kaista. Transgeenisissa sairausmalleissa joudutaan kayttamaan niin myo-
haista lopetuspistettd, etta eldin voi joutua kokemaan vakavaa fyysista hait-
taa. Eldimille voi aiheutua haittaa myds kayttaytymistestien suorittami-
sesta. Eldimet lopetetaan kokeiden paatyttya.

Vakavuusluokat: lieva ja vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Rep-
lacement

Miksi eldimia on kay-
tettava tassa hank-
keessa ja miksi

Tutkimuksessamme kaytetdan rinnakkain soluviljelmia aina kun se on
mahdollista. Soluviljelmat ovat kuitenkin darimmaisen keinotekoisia tutki-
musymparistoja, eika niilla pystyta tutkimaan esimerkiksi hoidon vaiku-
tusta eldinten toiminnalliseen toipumiseen. In vitro tutkimukset eivat
myoskaan riita selvittdmaan mitokondrion toiminnan ongelmien


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

korvaavaa menetel-
maa ei voi kayttaa?

2. Vahentaminen - Re-

duction

Kuinka on varmis-
tettu, ettd eldimia
kdytetadan mahdolli-
simman vdhan?

3. Parantaminen - Re-
finement

a) Perusteet eldinlajin
valinnalle.

b) Miksi valittu eldin-
malli on paras tieteel-
listen tavoitteiden
kannalta?

c) Miten eldimille ai-

heutettu haitta on tar-

koitus minimoida?

Hankkeesta ei tehda /
tehdaan takautuva ar-

viointi

vaikutuksia organismin kehitykseen seka elinten toimintaan tai rakentee-
seen.

Minimoimaksemme eldinten lukuma&aran,

(i) teemme yhteisty6ta maailmanlaajuisesti tiedemiesten kanssa valttaak-
semme tutkimusten toistoja

(ii) teemme statistiset analyysit rajoittamaan eldinten lukumaaran mahdol-
lisimman pieneksi

(iii) tarkistamme vastaako tuotettujen eldinten genotyyppi odotettua

A) Rotta- ja hiirimallit ovat hyvin kdytanndllisia silla niiden genomi on hel-
posti muunneltavissa ja metabolia suurilta osin verrannainen ihmiseen,
seka kasvatus ja yllapito on vakiintunutta. Kayttamamme rotta- ja hiirimal-
lit ovat parhaita saatavilla olevia tautimalleja. Niita kayttamalla paasta luo-
tettaviin tuloksiin, joiden perusteella voisi tehda kliinisia potilaskokeita.

B) Hiirten ja rottien kaytto tutkimuksessa on perusteltua erityisesti geeni-
muunneltujen linjojen takia, silla sairauksien taustalla on useita geneettisia
riskitekijoita.

C) Kaikki kirurgiset toimenpiteet suoritetaan anestesiassa ja riittavasta ki-
puladkityksesta huolehditaan seka toimenpiteen aikana etta sen jalkeen.
Lisaksi eldaimille aiheutuvan haitan minimoimiseksi seka hyvinvoinnin pa-
rantamiseksi teemme tiivista yhteisty6ta eldintenhoitajien seka eldinlaaka-
rien kanssa.

KYLLA

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 30.12.2019. ESAVI arviointi 8.1.2019.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Tutkimuksen tavoite oli ymmartdaa paremmin mitokondrioiden toimintaa terveessa ja sairaassa yk-
silossa seka kehittdaa potentiaalisesti uusi terapiamuoto neurodegeneratiivisiin tauteihin seka aivo-
vaurioon. Tassa kasitelladn Alzheimer, Huntingtonin ja SCA28 ataksia mallia (Osanhanke 2 ja 3 —
Muistisairaudet ja Motoriset sairaudet). Hanke jouduttiin lopettamaan kesken tutkijoiden tydsuh-
teen paattymisen vuoksi. Eldinmallit soveltuivat kuitenkin hankkeeseen, niilld esiintyi taudeille
olennaisia fenotyyppeja ja kanta pystyttiin risteyttamaan AOX hiirikantaan, jonka avulla mitokond-
rioiden toimintaa voitiin tutkia. Alzheimer ja SCA28 malleissa ei manifestoitunut vakavia oireita,
joiden perusteella eldimet olisi jouduttu lopettamaan.

\ 2. Millaista haittaa?

Toimenpiteet eivat olleet tassa hankkeessa vakavia, vaan eldimen haitta aiheutui tautigeenin eks-
pressiosta. Eldimille tuli odotettu tauti-ilmentyma, kyseessa oli aiemmin kuvattuja tautimalleja. Yh-
dessa vakavaksi luokitellussa hankkeessa tosin eldimet lopetettiin ennen motoristen oireiden ilme-
nemista, joten tosiasiallinen haitta oli lieva (SCA28 ataksia). Huntington mallissa, 17 eldimesta



ainoastaan 4 jouduttiin lopettamaan lopetuskriteerien taytyttya. Padsyina olivat painonpudotus ja
liilkkumattomuus.

3. 3R-mahdollisuudet

In vitro malleja sovellettiin in vivo mallien rinnalla, mutta esimerkiksi eldimen selviytymista ei voi
mallittaa in vitro malleilla. Mielestamme hoitomenetelmat kuten pehmean muonan tarjoaminen
ja paivittainen tarkkailu paransivat eldimien oloja siind missa mahdollista. Lopetuspisteiden aikais-
taminen onnistuu, mikali on olemassa sopiva surrogaatti markkeri; meidan tapauksessa SCA28
mallille 16ytyi sopiva menetelma, jolla voitiin ndahda taudin vaikutus aikaisemmin. Kun arvioimme
efektia selviytymiselle, niin lopetuskriteerien on tarkea kuvastaa taudin loppua, jotta saadaan
tarkka arvio vaikutuksesta siihen. Siihen mielestamme luvassa mainitut lopetuskriteerit toimivat.
Uusissa hankkeissa vaikutusta on vaikea arvioida, lilan pienet ryhmat voivat aiheuttaa sen, etta
koe pitda toistaa isommalla ryhmall3, jolloin eldinmaarat nousevat lisaa. Joten elainmaaran tulisi
olla suhteutettu tehtaviin kokeisiin ja efektin kokoon, eika niita tulisi rajoittaa lilkaa, mutta tukea
voi antaa tutkijoille arvioida tarvittava eldinmaara paremmin. Kaikista eldimista kerattiin myos ku-
dosta ja lisdanalyyseja tehtiin siind missa mahdollista, joten niista yritettiin saada kaikki mahdolli-
nen tieto.



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. Katso vakavuusluokittelun kri-
teerit: asetus 564/2013 Liite 3.

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

Toimenpide | |aji saavutta- | Luvassa arvi- | luokka: oli? taa tai eldinten hyvinvointia parantaa?
minen oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | Oliko toistuva, mallista ai- | Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jatkossa
(+/-) allinen / tosiasiallinen | heutuva vai satunnainen vahentamaan?

Osahanke 1 | - - - - - -

—ei tehty

Osahanke 2 | hiiri + 320/106 Lieva/lieva Ei vakavia oireita -

- Alzheimer

Osahanke 3 | hiiri - 160/17 Vakava/vakava Painon putoaminen >25%, | Taudinkulkua ei pysty nykymenetelmin paran-

- Hunting- eldin ei enaa syonyt/juo- taa ja ymmartaaksemme taudin loppua ja vai-

ton nut, liikkkumattomuus ha- | kutustamme selviytymiseen, pitda eldimen sel-

kissa viytymista tutkia loppuun asti. Lopussa elai-
mille annettiin pehmeda muonaa syomisen
auttamiseksi ja eldimet lopetettiin lopetuskri-
teerien mukaisesti, ennen kuin karsivat liikaa.
Jos on olemassa surrogaattimarkkereita (bio-
markkereita), niitd voidaan jatkossa mitata ja
eldaimet lopettaa aikaisemmin, mutta hyvaa
biomarkkeria selviytymiselle huntington tau-
dissa ei ole. Hanke lopetettiin etuajassa silla
tutkijat lopettivat.

Osahanke 3 | hiiri - 160/31 Vakava/lieva Ei vakavia oireita Eldimet lopetettiin ennen oireita koska kay-

- Ataksia timme aivopatologiaa surrogaattimarkkerina
mitokondriaalisen toiminnan vaikutuksesta
taudissa.

Osahanke 4 | - - - - - -

— ei tehty




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 hyodyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

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

Aikaisempi paatepiste X X - -

Pesamateriaali X X X -

Totuttaminen X X X -

Pehmea muona X X X -
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YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA: Tiivistelma 95-2017

Hankkeen nimi

Toiminnallinen magneettikuvantaminen hereilla olevilla rotilla

Hankeluvan kesto

1 vuotta

Avainsanat

magneettikuvaus, EEG, ladkeaineet, trauma

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla

Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla

Lakisaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden tai | Ei
hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

Toiminnallinen magneettikuvantaminen (fMRI) on monipuolinen
kuvantamismenetelmad, joka mahdollistaa aivojen toiminnan tut-
kimisen kehoon kajoamatta, hyvalla aika- ja paikkatarkkuudella.
Elaimilla tehtavissa fMRI-kokeissa nukutusaineet ovat kuitenkin
merkittava haittatekija, koska ne muokkaavat voimakkaasti aivo-
jen perustoimintaa, vaikuttaen tutkimustuloksiin. Tastad syysta
tdssa hankkeessa hyddynnetdan uudenlaisia menetelmia, jotka
mahdollistavat fMRI-kuvantamisen hereilla olevilla rotilla. Hank-
keessa keskitytadn aivojen lepotilan verkostoitumisen tutkimuk-
seen, seka siihen kuinka ladkeaineet muokkaavat tata verkostoa.
mahdollisia uusia diagnoosi- ja/tai hoitokohteita. Tutkimme me-
netelmassa myos mahdollisuutta yhdistdaa magneettikuvantami-
sen kanssa EEG:t3, kun kuvantaminen tapahtuu liikkuvalla alus-
talla, joka mahdollistaa eldinten liikkumisen padata lukuunotta-
matta.

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

Hereilla olevilla eldimilla tehtava MRI-tutkimus palvelee ladketut-
kimus- ja kehitysty6ta, hoitovasteen seurantaa, sairauksien diag-
nosointia, seka lisdd ymmarrysta aivojen toiminnasta. Lisaksi he-
reilla olevilla eldaimilld saadut tulokset ovat paremmin siirretta-
vissa kliiniseen kayttoon (verraten tutkimuksiin, joissa on kaytetty
nukutusaineita).

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Rotta, 55 eldinta

Ennakoidut haitat eldimille, ar-
vioidut vakavuusluokat, eldin-

ten kohtalo toimenpiteen paa-
tyttya

Tutkimuksissa eldimille ennakoitu haitta on kohtalainen. Eldimet
ovat hereilla MRI-laitteen sisalla kiinnitettyind pehmustettujen
tukien avulla, siten etta eldinten vapaa hengitysliike ei esty. Vaih-
toehtoisesti eldimet ovat hereillda MRI-laitteessa juoksumaton
paalla ja paasta kiinnitettyinad. Mittauksen aikana eldimet ovat
yleensd lepotilassa (ei ulkoista arsykettd) tai eldimelle voidaan an-
nostella lddkeainetta. MRI-kuvauksien jalkeen eldimet palaute-
taan omiin hakkeihinsa.

Vakavuusluokat: Vakava




3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Replacement
Miksi elaimia on kaytettava
tassa hankkeessa ja miksi kor-
vaavaa menetelmaai ei voi kayt-
taa?

Tavoitteena on kehittda MRl menetelmia koko aivot kattavaan
tutkimukseen, jolloin tietokonesimulaatiot, solu- tai leiketutki-
mukset

eivat pysty tarjoamaan vaihtoehtoa.

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

Arvio tarvittavasta eldinmaarasta perustuu aikaisempaan koke-
mukseemme hajonnasta vastaavista tutkimuksista seka niiden
avulla laskettuun voima-analyysiin

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

b) Miksi valittu elainmalli on pa-
ras tieteellisten tavoitteiden
kannalta?

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

a/b) MRI-tutkimuksia on tehty useilla eri eldinlajeilla (kddelliset,
kissat, rotat, hiiret). Rottia kdytamme niiden hyvan saatavuuden
seka hyvin tunnetun fysiologian ja anatomian vuoksi. Rotat ovat
helpompi kuvauskohde verrattuna hiiriin suurempien aivojen
vuoksi. Rotille olemme myds kehittaneet aiemmin hereilld ole-
van kuvausmenetelman.

c) Eldinten fysiologisia toimintoja ja liikkeitd seurataan toimenpi-
teiden ajan, jotta voidaan varmistua stressin tasosta. Leikkauk-

sien aikana eldimet ovat syvassa nukutuksessa, jonka jalkeen
eldimille annetaan tarvittavat kipuldaakkeet.
KYLLA

Hankkeesta ei tehda / tehdain
takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 27.9.2019. Arviointi ESAVI 18.10.2019.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen ‘'Toiminnallinen magneettikuvantaminen hereilla olevilla rotilla’ ja siihen liittyvan muutosluvan

tavoitteena oli kehittda seka suorittaa toiminnallista magneettikuvantamista hereilld olevilla rotilla. Hank-
keessa hyodynsimme jo hyvaksi todettuja menetelmida immobilisoitujen rottien kuvantamisessa seka kehi-
timme uudenlaista menetelmaa, joka mahdollistaa paasta kiinnitettyjen kayttaytyvien rottien kuvantami-

sen.

Immobilisoitujen rottien menetelman olemme todenneet kdytannossa toimiviksi, silld rottien stressiarvot
ovat alentuneet merkitsevasti koulutuksen myo6ta ja MRI-kuvantaminen on onnistunut liikkeen ja stressin
ollessa vahaista. Hereilld olevien rottien MRI-tulokset ovat osoittautuneet myds tuovan huomattavan pal-
jon lisdarvoa verrattuna MRI-kuvantamiseen nukutetuilla rotilla. Tutkimuksemme liittyen hereilld olevaan
kuvantamiseen on herattanyt suurta mielenkiintoa tutkimusyhteisdssa ja kahteen julkaistuun artikkeliimme
aiheesta on ensimmaisen vuoden aikana viitattu erittdin runsaasti (35 kertaa, Google Scholar).

Kayttaytyvien rottien kuvantamismenetelma on lahtdkohtaisesti eldimille luonnollisempaa niiden ruumiin
ollessa vapaana lukuun ottamatta paakiinnitysta. Olemme todenneet, etta rotat ovat paaasiassa paikallaan,
tai satunnaisesti kdvelevat tai juoksevat juoksualustan paalla. Rottien kokeman stressin voi todeta videoka-
meran kautta nauhoitettavan liikkeen tai eleiden perusteella. Stressaantunut rotta pyrkii padsemaan
paasta kiinnityksesta irti tehden pakenemisen kaltaisia liikkeita (yrittda peruuttaa juoksualustan paalld).
Kyseisia liikkeita olemme havainneet ensimmaisen paivana joillakin rotilla, tilanteen ollessa rotille uusi.
Seuraavina paivina pakoyritysten maara on huomattavasti vahentynyt tai lakannut kokonaan, joka osoittaa



rottien tottuvan paasta kiinnitykseen. Totesimme, etta olemme onnistuneet hankkeen tavoitteissa, silla
rottien kuvantaminen on onnistunut ja olemme saaneet hyvia MRI-tuloksia. Olemme kehittaneet kayttayty-
vien rottien kuvantamistekniikan siihen pisteeseen, etta olemme valmiita aloittamaan suurempien kohort-
tien kuvantamisen seka lisaamaan rotille erilaisia stimulaatioita (haju, tunto, nako, palkitseminen, ym.) ku-
vantamisen aikana. Kyseisen tekniikan kehittdminen voi tuottaa merkittavia I6ydoksia prekliinisen kuvanta-
misen saralla.

Eldinmallina rotta soveltuu tutkimukseen, nopean MRI-kuvantamisymparistoon tottumisen ja helpon kasi-
teltavyyden ansiosta.

2. Millaista haittaa?

Eldinten kokema tosiasiallinen haitta oli arviomme mukaan lieva koulutuksen osalta ja enimmillaan kohta-
lainen operaatioiden jalkeen. Rottia totutettiin ennen magneettikuvantamista 4-9 pdivaa MRI-kuvantamis-
ymparistda vastaavissa olosuhteissa. Aiempien kokemustemme mukaisesti rotat liikkuivat eniten koulutus-
jakson ensimmaisena paivana, jolloin niiden kortikosteroniarvojen on todettu olevan suurimmillaan (kui-
tenkin vain n. 150 ng/ml). Seuraavina totuttamispaivina ja kuvantamispaivana rottien kokeman stressi va-
henee aiemmin mitattujen stressiarvojen laskemisen (kortikosteroni, liike, syke) perusteella. Tosiasiallinen
haitta vastasi etukateisarvioita, ja totuttamissessioita ei tarvinnut keskeyttaa tai eldimia ei tarvinnut lopet-
taa kesken hanketta lopetuskriteereiden pohjalta. Osahankkeessa 1 olemme injektoineet kuvantamisessa
kaytettavaa merkkiainetta (pyruvaatti) kanyylin (23G neula) kautta hantalaskimoon. Rotan hanta on puudu-
tettu lidokaiinilla ennen merkkiaineen injektiota (injektio 1% lidokaiinia, 200ul kahdelle puolelle hantaa
anestesian aikana). Merkkiaine on tehty pH:ltaan neutraaliksi. Injektion aikana osa rotista on pysynyt tdysin
paikallaan ja osa rotista on reagoinut pienella liikkeelld injektion loppuvaiheessa. Liikkuminen on loppunut
kuitenkin heti injektion jalkeen. Emme ole huomanneet, etta hantaan olisi tullut vaurioita injektion seu-
rauksena. Hantdinjektion arvioitu haitta oli lieva. Yliopistomme eldinlaakari on seurannut osahankkeen toi-
menpiteitd muutamilla yksil6illa kokeen alusta kokeen loppuun, ja raportoinut eldinten kokeman haitan
olevan lahempana lievaa kuin kohtalaista. Eldinladkarin yksityiskohtainen raportti on toimitettu lautakun-
nan nahtavaksi muutosluvan yhteydessa.

3. 3R-mahdollisuudet

1. Korvaavat menetelmat
Koko aivojen kattavassa, eldinten toiminnallisten yhteyksien tutkimuksessa ei ole olemassa viela vaihtoeh-
toisia menetelmia.

2. Eldinten maaran vahentiaminen
Hankkeessa kdaytimme aiempien tutkimuksien pohjalta tehtyjen voima-analyysien pohjalta vain tarvittavan
maaran rottia, kuitenkin saaden tilastollisesti merkittavia tuloksia. Koska toimenpiteet eivat ole terminaali-
sia, samoja rottia voidaan kuvata useamman kerran. Rottien kdydessa lapi yhden koulutuskerran, niiden
seuraavaa koulutusjaksoa voidaan lyhentad ja taten nopeuttaa tuloksien keraystd. Kokonaisuutena hereilla
oleva kuvantaminen vahentaa merkittavasti tarvittavaa kokonaiseldinmaaraa, koska sama yksil6 voidaan
kuvata useamman kerran ja I16ydokset aivotoimintaan liittyen ovat luotettavampia.

3. Hyvinvoinnin parantaminen
Hyvinvoinnin parantamisessa kdytimme hereilld olevien eldinten totuttamisessa ja kuvantamisessa mene-
telmia, jotka on todettu aiheuttavan minimaalisesti stressia. N&ita olivat immobilisoitujen rottien osalta
rottien immobilisoimisessa kdytetyt pehmustetut tuet, joustava vaahtomuoviharso ja korvatappien



kayttamatta jattaminen; totuttamisvaiheessa asteittain nousevat ajat, seka rottien kuulon suojaaminen sili-
konikorvatulpilla. Kayttaytyvien rottien osalta hyvinvointia parantavat rottien vapaampi lilkkkumismahdolli-

suus, pidempi ja hienovaraisempi totuttamisjakso (2 viikkoa), totuttamisvaiheessa asteittain nousevat ajat

seka rottien kuulon suojaaminen silikonikorvatulpilla.

3.1. Viliseinalliset parihakit

Olemme yhteistyossa Koe-eldinkeskuksen kanssa investoineet valiseinallisiin parihdkkeihin (Double-decker -
hakki, https://www.nc3rs.org.uk/double-decker-rodent-telemetry). Hakit ovat selkeasti korkeampia, kuin
talla hetkella kaytossa olevat IVC-hakit, joka mahdollistaa rottien luonnollisemman kayttaytymisen. Lisaksi
valiseinan verkon kautta rotat padsevat vuorovaikuttamaan toistensa kanssa muun muassa hajun, kosketuk-
sen ja ndakoyhteyden avulla. Hakkien toivotaan tuovan parannusta rottien hyvinvointiin ja ehkdisevat masen-
nuksen ja ahdistuneisuuden syntya, mita rotat voivat yksittdishdkeissa kokea. Rotille asennettavien paaim-
planttien kannalta korkeat hakit helpottavat myos selvasti rottien vapaampaa liikkumista. Taten implantti ei
jaa esimerkiksi jumiin tai tormaa hakin rakenteisiin yhta helposti, kuin matalammissa yksittaishakeissa.

3.2 Palkitseminen
Olemme tutkineet rottien palkitsemista paasta kiinnityksen aikana, tarjoamalla niille 1% sokerivetta. Rotat
lipovat sokerivetta ajoittain, mika voi edelleen lievittaa niiden kokemaa stressia koulutuksen yhteydessa.
Tulemme jatkossa palkitsemaan rotat sokerivedella seka koulutuksen yhteydessa, etta ennen ja jalkeen
koulutuksen (sokerivesi ja suklaamurot).

3.3. Pitka koulutusjakso
Kayttaytyvien rottien koulutuksessa hyédynnamme pidempaa 2 viikon koulutusjaksoa. Olemme todenneet
rottien tottuvan huomattavasti paremmin paasta kiinnitykseen pidemman koulutusjakson kautta (vrt. 1
viikko). Ensimmaisen viikon aikana rotat totutetaan koulutusymparistoon (ilman paasta kiinnitysta), MRI-
aaniin, MRI-telineeseen ja rotille tarkoitettuihin ulkoilutusvaljaisiin (joita kaytetdaan paasta kiinnityksen yh-
teydessd). Paan paikallaan pysymiseen rotat totutetaan ensimmaisen viikon lopussa pitamalla rottien paata
paikallaan muutamia sekunteja ja tarjoamalla suklaamuroja valittomasti palkinnoksi. Vasta toisen koulutus-
viikon aikana rotat totutetaan paasta kiinnitykseen eldintelineessa.

| Muuta

Kevyesti nukutettujen ja hereilla olevien rottien tulokset on esitetty ELLA-kokouksessa 21.02.2017. Luvan
hakemisen yhteydessa on esitetty eldinlddkarin raportti liittyen hereilla olevien immobilisoitujen rottien
magneettitutkimukseen.


https://www.nc3rs.org.uk/double-decker-rodent-telemetry

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

Osahanke / Eldin- | Tavoit- Elainmaara: Vakavuus- Millaista vakavin haitta 3R-keinot: miten eldqinmaaria on voitu va-
Toimenpide laji teet saa- | Luvassa arvioitu | luokka: oli? hentaa tai eldinten hyvinvointia parantaa?
vuttami- | / tosiasiallinen Luvassa arvi- | Oliko toistuva, mallista ai- | Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jat-
nen oitu / tosiasi- | heutuva vai satunnainen kossa vahentamaan?
(+/-) allinen
Hereilla ole- Rotta, | + 25/21 Vakava/lievd | Vakavin haitta oli lievassa Eldimen hyvinvointia parannettiin rotan im-
villa rotilla Wis- anestesiassa tehtava mag- | mobilisoimisessa kaytettavilla pehmusteilla
tehtava far- tar neettikuvantaminen ja sii- | ja vaahtomuoviharsolla, asteittain pitene-
makologinen hen liittyva totutus, jonka | valla totutusajoilla (15, 25, 35, 45 min/pv),
toiminnallinen vuoksi eldin jouduttiin im- | korvatappien valttamisella seka kuulon suo-
magneettitut- mobilisoimaan. Kesto 4 jaamisella silikonikorvitulpilla. Eldainmaarat
kimus pdivaa. Stressitasot ja sita | pidettiin minimissa siten, etta ryhmien valille
myoten eldimen kokema saatiin tilastollisia eroja.
haitta vahenivat totutuk-
sen myota.
Pilotti EEG- Rotta, | + 30/13 Vakava/koh- | Vakavin haitta oli paasta Kayttaytyvia rottia totutetaan 9 paivan ajan,
fMRI-tutkimus | Wis- talainen kiinnityksen implantoin- jonka ansioista rotat tottuvat paasta kiinni-
padsta kiinni- | tar nista toipuminen. Postope- | tykseen paremmin. Rotat paasevat liikutta-

tetylla juoksu-
matolla liikku-
valla rotalla

ratiivista kivunlievitysta ja
erityisruokintaa jatkettiin
kahden pdivan ajan, jolloin
eldimen kunnon arvioitiin
palautuvan ennalleen.

maan vapaasti raajojaan juoksumaton
paalla, joka lieventaa niiden kokemaa stres-
sia. Rottien pidetaan isommissa double
decker —hakeissa. Rotat palkitaan seka kou-
lutuksen yhteydessa, ettd ennen ja jalkeen.
Eldainmaarid on voitu vahentaa kuvaamalla
samoja rottia useamman kerran.




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 hyddyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

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

Rottien uudelleenkayttaminen X X X X

Stressitaso (kortikosteroni, syke, hengi- X X X X

tystiheys, liike, paino)

Totuttaminen X X - X

Palkitseminen X X X X

Double Decker -hakit X X X X




