2020 — YLEISTAJUISET TIIVISTELMAT JA TAKAUTUVAT ARVIOINNIT TUTKIMUS-
HANKKEISTA, JOISTA LAUTAKUNTA ON MAARANNYT TAKAUTUVAN ARVIOINNIN
TEHTAVAKSI HANKKEEN PAATYTTYA.

Hankkeet on hyvaksytty vuosina 2015 — 2017. Hanke voi saada voimassaolon jatkoluvan perustel-
luista syista, jolloin takautuva arviointi siirtyy jatkoluvan paattymisen ajankohtaan.

YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Syntymanaikaisen asfyksian perusmekanismit ja vaikutukset

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

asfyksia, aivojen kehittyminen, hermoverkkoaktiivisuus, hermo-
solujen artyvyys, varhaiskehitys

Hankkeen tarkoitus

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

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Kylla

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

Asfyksia, eli riittamaton hapensaanti synnytyksen aikana, on
eteneva tilanne, jossa sikion veren happipitoisuus pienenee,
hiilidioksiditaso nousee ja aivojen pH laskee. Lieva, lyhytaikai-
nen asfyksia on luonnollinen osa syntymag, ja nayttaa jopa suo-
jaavan vauvan aivoja synnytyksen aikana.

Jos synnytys on vaikea ja hapensaanti estyy pidemmaksi ajaksi,
vakava asfyksia saattaa kuitenkin johtaa epileptisiin kohtauksiin
ja aiheuttaa hairiota aivojen kehityksessa. Vaestotasolla epilep-
tisten kohtausten esiintyvyys on korkeimmillaan varhaislapsuu-
dessa, eivatka nykyiset antikonvulsantit tarjoa riittavasti apua
tassa ikavaiheessa.

Aivojen hermoverkkojen toiminnassa on eldinkokeissa havaittu
poikkeavuuksia 24 tuntia asfyksiakasittelyn jalkeen, mutta
myo0s etta asfyksiasta normaaliin hengitysilmaan palaaminen
porrastetusti palauttaa hermoston toiminnan normaalinkal-
taiseksi. Asfyksian aikana aivoissa erittyy AVP-nimista hormo-
nia, jolla on aivojen pH:ta saatelevia vaikutuksia ja joka saattaa
vaikuttaa asfyksian aikaisiin hermostollisiin vaurioihin.

Hankkeen tavoitteena on tutkia miten hermoston toiminta
muuttuu asfyksian aikana ja minkalaisia muutoksia toiminnassa
on pitkalla aikavalilla. Lisaksi selvitetdan, minkalaisia solutason




muutoksia aivoissa tapahtuu ja kuinka nama muutokset osal-
taan aiheuttavat vakavaan asfyksiaan liittyvat hermoston toi-
mintahairiot.

Tutkimuksessa selvitadn myds mika rooli ja diagnostinen arvo
AVP:l1a ja muilla veresta mitattavilla merkkiaineella on asfyk-
sian seurauksissa ja ndiden vakavuuden ennustamisessa.

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

Asfyksia voi vakavammissa tapauksissa johtaa tajuttomuuteen
ja kouristuksiin, joiden seurauksena voi syntya hermostollisia
vaurioita ja hairioita aivojen kehityksessa.

Tutkimuksen tavoitteena on asfyksian taustamekanismeja sel-
vittamalla |oytaa uusia keinoja tunnistaa asfyksian vakavuus ja
ennaltaehkaista ja hoitaa naita asfyksian aiheuttamia var-
haisian epileptisia kohtauksia ja muita komplikaatioita.

Kaytettavat eldinlajit ja
elainmaarat

Rotta 1880, hiiri, 390 eldinta.

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

Asfyksian indusointi ja sen aikainen pennun eristaminen
emosta aiheuttavat akuutisti stressia eldimelle seka neurologi-
sia muutoksia. Valittomasti asfyksian jalkeen osalle eldimista
kehittyy lievia epileptisia kouristuksia. Invasiivisiin mittauksiin
vaaditut kirurgiset toimenpiteet tehddan anestesiassa, ja itse
mittaukset kivunlievityksella tai anestesiassa.

Toimenpiteiden paatyttya eldimet lopetetaan.

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?

Syntymadnaikainen asfyksia on systeeminen tila, jonka akuutit
vaikutukset ulottuvat useisiin elinjarjestelmiin. Pitkakestoisten
neurologisten muutosten ja niiden seurausten kannalta kes-
keista on vaurioiden distribuutio aivoissa. Naita vaikutuksia ei
kyeta jaljittelemaan soluviljelmissa tai aivoleikkeissa.

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

Huolellisella koesuunnittelulla ja hypoteesin asettelulla voidaan
ratkaisevasti vahentaa kaytettyjen eldinten maaraa.

3. Parantaminen - Refinement

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

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

a) Rottia ei voida korvata alemmilla selkdrankaisilla, koska nii-
den keskushermoston rakenne poikkeaa niin paljon ihmisen
keskushermostosta.

b) Kaytamme hankkeessa hypoksia-hyperkapnia (asfyksia) —
mallia, joka jaljittelee syntymanaikaista asfyksiaa.

¢) Eldimille aiheutettu haitta minimoidaaan kirurgisten toimen-
piteiden yhteydessa anestesian ja kivunlievityksen avulla. Ko-
keiden kesto pidetdan mahdollisimman lyhyena.

Hankkeesta ei tehda / tehdain
takautuva arviointi

KYLLA




TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 17.2.2020. Arviointi E.Kaliste 7.6.2020: OK

Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli [6ytaa uusia keinoja ennaltaehkaista ja hoitaa syntymaasfyksian aiheut-
tamia komplikaatioita ihmisilla. Lahestyimme tavoitetta tutkimalla asfyksian aiheuttamia akuutteja
ja kroonisia muutoksia hermosolujen artyvyydessa ja hermoverkkojen aktiivisuudessa pieneldin-
malleilla. Olimme erityisen kiinnostuneita siita, millainen vaikutus arginiini-vasopressiinilla (AVP)
on ndihin muutoksiin.

Otimme hankkeen aikana useita edistysaskeleita tavoitteemme suuntaan:

i. Osoitimme, etta AVP:ta erittyy sentraalisesti asfyksian aikana. AVP hiljentaa verkkoaktiivisuuden
hippokampuksessa vaikuttamalla suoraan inhibitorisiin interneuroneihin ja suojelee nadin aivoja
akuutin energiavajeen aikana.

ii. Kehitimme rottamallin, joka tayttaa syntymaasfyksian tarkeimmat kliiniset kriteerit ja jaljittelee
syntymaasfyksiaa myds asfyksian jalkeen havaittavien kouristuskohtausten osalta. Mallimme on
tutkimusalan kehityksen kannalta merkittava, silla varsinaista syntymaasfyksiamallia ei pienilla ni-
sakkaille toistaiseksi ole ollut (tyypillisesti on kaytetty hypoksia- ja aivoinfarktimalleja).

iii. Asfyksiakouristuksiin ja muihin neonaattien kouristuskohtauksiin ei toistaiseksi ole tasmalaa-
ketta. Niita hoidetaan aikuisille kehitetyilla epilepsialdadkkeilld, joiden teho on heikko ja sivuvaiku-
tukset vakavia. Osoitimme, ettd asfyksian rottamallissa havaittavat kouristukset voidaan ennalta-
ehkaista hidastamalla aivojen pH:n palautumista hiilidioksidilla tai karboanhydraasi-inhibiittorilla.
Aivojen pH:n saately edustaa uudenlaista terapeuttista strategiaa, jolla neonaattien kouristuksia
voitaisiin ehkaistd/hoitaa.

iv. Puhtaan fysiologisen tutkimuksen saralla olemme kattavasti karakterisoineet kokeellisen asfyk-
sian vaikutukset aivojen ja muun elimiston pH:hon ja hapen osapaineeseen kuuden ja 11 paivan
ikaisilla rotilla seka 0-2 paivan ikaisilla marsuilla. Tuloksemme osoittavat, etta postnataalit rotat
reagoivat kvalitatiivisesti samankaltaisesti asfyksiaan kuin prenataalit lampaat ja porsaat, joita pi-
detdan systeemitason asfyksiatutkimukseen parhaiten soveltuvina malleina. N&din ollen, osa suu-
rilla eldaimilla suoritettavista asfyksiatutkimuksia voitaisiin tehda rotilla.

‘ 2. Millaista haittaa?

Valtaosa (>95 % kokeista) hankkeen toteutuneista kokeista on terminaalianestesiassa (SV1) rotilla
suoritettuja pH- ja EEG-mittauksia tai vapaasti liikkuvilla rotilla tehtyja kayttdaytymiskokeita, joiden
aikana eldin altistettiin asfyksialle (matala O, korkea CO,), hypoksialle (matala O, normaali CO>)
tai hyperkapnialle (normaali O3, korkea CO,). Kayttaytymiskokeiden haitta-asteeksi on hankelu-
vassa arvioitu SV3. Tosiallinen haitta vastasi arviota mielestamme hyvin. Kaasukasittelyt aiheutti-
vat eldimille lyhytaikaista stressid, joka ilmeni pakokayttaytymisena. Kasittelyista erilaiset asfyk-
siaparadigmat olivat selvasti kdytetyimpia (> 80 % kokeista) ja niiden aikana rotat olivat ensi-
minuutteja lukuun ottamatta tajuttomuutta vastaavassa tilassa. Asfyksialle altistetuista eldimista
osa sai lyhytaikaisen (<3 min) kouristuskohtauksen asfyksian jalkeen. Kouristukset eivat kuitenkaan



uusiutuneet, eika niilla ollut lyhyen (10-20 min), kouristuksista toipumiseen kuluneen ajan jalkeen
vaikutusta rottien kaytokseen kokeiden kestoaikana (tyypillisesti 90 min asfyksian jalkeen. Muuta-
mia eldimia seurattiin 24 h).

LOPETUSKRITEERIT

Suurin osa kokeista olivat akuutteja: ne kestivat alle 4 h ja eldimet lopetettiin kokeen padatyttya.
Lyhyesta kestosta johtuen lopetuskriteereiden mukaisia lopetuksia ei akuuteissa kokeissa jouduttu
tekemaan. Kaytimme 50-60 eldinta kokeisiin, joissa mittasimme EEG:ta vapaasti liikkuvista rotan-
poikasista. EEG-elektrodit oli asetettu kirurgisesti paikalleen kalloon 24 h ennen mittausta. Naissa
kokeissa n. 20 % poikasista jouduttiin lopettamaan ennen mittausta, koska emo ei hyvaksynyt lei-
kattua poikasta. Poikkeuksetta naissa tilanteissa emo yritti lahes valittomasti poikasen palautuksen
jalkeen irrottaa elektrodihatun poikasen paasta. Talloin kokeen tekija poisti poikasen hakista viipy-
matta ja lopetti sen. Emon reaktio poikaseen oli luettavissa emon kaytoksesta palautushetkea seu-
ranneen 5 minuutin aikana 100 % tarkkuudella ja emot hoitivat kaikki kotihdkkiin jatetyt poikaset.
Ndin ollen poikasten hyvinvoinnin seurantaan kdyttamamme strategia (tarkastus O, 2 ja 24 h leik-
kauksen jalkeen) toimi hyvin.

VAKAVAN HAITTALUOKAN KOKEET

Takautuvan arvioinnin perusteena olevia kokeita, joissa hereillad oleva rotanpoikanen immobilisoi-
daan paastaan ja altistetaan asfyksialla samalla kun sen aivosahkokayraa mitataan, ei tehty koko-
naisuudessaan yhdellekdan rotalla. Teimme yhden kokeen, jossa tata koesuunnitelmaa mukailtiin
muilta osin, paitsi etta rottaa ei altistettu asfyksialle. Kokeessa rotanpoikanen immobilisoitiin heti
EEG-mittaukseen vaadittavan leikkauksen jalkeen, ennen kuin se oli taysin herannyt anestesiasta.
Anestesian vaikutuksen halventyessa rotta alkoi liikkua ja aannella stressaantuneena, jolloin koe
paatettiin. Siirryimme tdman jalkeen tekemaan kokeet uretaanianestesiassa.

Vuoden 2015 eldinkayttoraportissa ilmoitimme tdman luvan ESAVI/6135 alla kdyttdneemme 55
rottaa SV4-haittaluokan kokeissa. Yllamainittua koetta lukuun ottamatta, ndiden rottien haitta-
luokittelu on kuitenkin tehty virheellisesti. Rotat kaytettiin “akuutteihin pH-mittauksiin asfyksian
aikana osittain ilman anestesiaa” (osahanke 2, toimenpide 3b) ja niiden haitta-aste on tosiasiassa
korkeintaan kohtalainen. Ndiden kokeiden aikana rotat pidettiin isofluraanianestesiassa perusta-
somittauksen ajan ja asfyksian jalkeen, mutta anestesia lopetettiin asfyksian ajaksi, jotta kuollei-
suutta voitiin vahentaa. Immobilisaatiosta huolimatta rotat osoittivat asfyksian aikana jopa vahem-
man stressin merkkeja kuin vapaasti liikkkuvat eldimet. Tama johtui luultavasti siita, etta jaan-
nosanestesia vaimensi asfyksian ensimmaisiin 2-3 minuuttiin liittyvan stressivasteen. Taman jal-
keen rotat ovat tajunnan menetysta muistuttavassa tilassa asfyksian loppuun saakka. Korvasimme
naiden kokeiden jalkeen isofluraanin uretaanilla, mikd mahdollisti anestesian kayttamisen myos
asfyksian aikana pH- ja EEG-mittauksissa.

3. 3R-mahdollisuudet

Asfyksian eldinmalleja ei toistaiseksi voida korvata esimerkiksi organoideilla tai soluilla. Asfyksia
muuttaa dramaattisesti hengitystd, verenkiertoa ja aivojen toimintaa. Asfyksian aiheuttama aivo-
vaurio syntyy naiden muutosten yhteisvaikutuksena, jonka mallintaminen yksinkertaistetussa jar-
jestelmassa ei ole mahdollista. Osaa eldimen asfyksiavasteesta voidaan jaljitella eristetyssa kudok-
sessa ja olemmekin yrittdneet kehittaa aivoleikemallin asfyksian ja sita seuraavien kouristusten ai-
heuttamien molekulaaristen aivomuutosten tutkimiseen. Neonaattikudoksen kaytto tahan




tarkoitukseen osoittautui kuitenkin erittdin hankalaksi ja joudumme toistaiseksi tekemaan vastaa-
vat kokeet in vivo (terminaalianestesiassa).

Kaytimme hankkeen aikana paaasiassa eldinmalleja, joiden kdytdsta oli kirjallisuudessa niukasti tie-
toa. Opimme miten malli toimii eri-ikaisilla rotilla ja minkalaista asfyksiaprotokollaa kannattaa
kayttaa asfyksiakouristusten ja niiden hoitojen tutkimiseen. Hyvin toimivat ja validoidut menetel-
mat mahdollistavat eldinmaarien vahentamisen seka eldinten hyvinvoinnin parantamisen tulevissa
tutkimuksissa niin meidan laboratoriossa kuin muissakin asfyksiatutkimuksiin keskittyvissa tutki-
musryhmissa.

Hankkeen kokeet olivat padasiassa lyhytkestoisia ja niiden lyhentdaminen entisestaan ei ole mah-

dollista. Rekister6imme jo nyt monissa mittauksissa useita fysiologisia parametreja (pH, Poy, EEG,
sisdlampdtila, syke ym.) samanaikaisesti, mutta erityisesti kudosnaytteiden hyddyntdmisessa olisi
parantamista. Mietimme jatkossa, miten molekyylibiologiset analyysit voitaisiin suorittaa vahem-
milla eldinmaarilla.



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 | laji saavutta- | Luvassa ar- | luokka: Oliko toistuva, mallista aiheutuva vai vahentaa tai eldinten hyvinvointia pa-
minen vioitu / tosi- | Luvassa arvioitu | satunnainen rantaa? Miten haittaa pystyttiin/pystyt-
(+/-) asiallinen / tosiasiallinen taisiin jatkossa vahentamaan?
Osahankkeet | rotta 848/1087 SV1=terminaa- - -
1-3 lianestesia
rotta 436/69 SV2=lieva Injektio ja/tai erotus emosta -
rotta 988/624 SV3=kohtalai- Asfyksia/hypoksia altistus, lyhytkestoi- | -
nen nen (<3 min) kouristuskohtaus
rotta 66/1 SV4=vakava Kirurgia (buprenorfiini analgesia), pi- -
dempi kestoinen immobilisaatio ja
asfyksia/hypoksia altistus
Osahankkeet | hiiri 390/32 Svi - -
1-3 hiiri 30/43 Sv2 - -
hiiri 1150/93 SvV3 Asfyksia/hypoksia altistus, lyhytkestoi- | -
nen (<3 min) kouristuskohtaus
hiiri 0/0 sv4 - -
Osahankkeet | marsu 83/5 svi - -
1-3

Huom EK 7.6.2020: Muutosluvilla on eldainmaaria lisatty yhteensa 458 rottaa, 83 marsua, 1180 hiirta.




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 | Omassa toiminnassa | Yleisesti sovellettava | Julkaistaan tuloksia raportoitaessa
sovellettava | sovellettava

Asfyksiaprotokollan valinta X X

Rotanpoikasten hyvinvointi kirurgisten toi- X X

menpiteiden jalkeen

Asfyksiaprotokollan kesto X X X X




YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Laakeaineiden tehon testaaminen multippleliskleroosin
(MS) ja amyotrofisen lateraaliskleroosin (ALS) prekliinisissa tau-
timalleissa

Hankeluvan kesto 3 vuotta

Avainsanat Ladkeainetestaus, prekliininen

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

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

ALS:n ja MS:n hoitoon ei ole talla hetkella kaytossa tehokkaita,
sivuvaikutuksettomia hoitomuotoja. Prekliinisten eldinkokeiden
tarkoituksena on edesauttaa mahdollisen ihmiskaytt6on sovel-
tuvan ladkeaineen |6ytymista ja sita kautta helpottaa yksilon hy-
vinvointia ja tuoda yhteiskunnallista hyotya.

Hankkeesta saatava mahdollinen
hyoty (kuinka tiede edistyisi,
kuinka ihmiset tai eldimet voisi-
vat hy6tya 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 lddkeaineiden tehosta ALS- ja
MS-tautien monimuotoisen oireiston hoidossa.

Kaytettavat eldinlajit ja
elainmaarat

Hiiri, 8550; Rotta, 5400 eldinta

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

Eldimille aiheutuu haittaa tautilan indusoinnissa tehtavista ka-
sittelyista, ml kirurgiset operaatiot. Tautitila kehittyy eldaimissa
taudin indusoinnin tai geneettisen taustan seurauksena. Tautiti-
lat etenevat progressiivisesti eli kyseiset oireet ja patologia voi-
mistuvat ian mukana. Haittaa aiheutuu seuranta-aikana myds
kayttaytymistesteista, [adkinnasta ja kuvantamisesta. Eldimet lo-
petetaan tutkimusten loputtua.

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 elimistén
fysiologisten ja anatomisten ulottuvuuksien puuttumisesta mal-
linnettaessa kutakin sairautta in vitro olosuhteissa.

Uusien ladkkeiden todellista tehoa tai vastetta seka turvalli-
suutta voidaan tutkia luotettavasti vain koe-eldinmalleissa en-
nen kliinisia kokeita, talla hetkelld mikaan in vitro tai in silico 13-
hestymistapa ei pysty ennustamaan ladkeaineen tehoa ja/tai
turvallisuutta. In vitro ja in silico mallit tukevat ja voivat auttaa
koe-eldin tutkimusten suunnittelussa ja ennustamisessa.




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

Koeasetelmat on standardoituja ja niiden kdyton pohjana on pe-
rusteellinen mallien validointity®d. Kunkin geneettisen mallin
taustalla on ihmissairautta oleellisin osin mallintava eldginmallin
ilmiasu, jonka tulee olla seka perinndllisesti relevantti etta oi-
reistoltaan/patologialtaan ihmissairautta kuvaava. Nain varmis-
tetaan, etta koe-eldinmalli kayttaytyy mallille kuuluvalla tavalla
ja antaa oikeanlaisen taudinkuvan.

Koeasetelmissa ryhman sisdinen variaatio minimoidaan malliva-
lidaatiotydlla, joka madrittelee tilastollisesti tarvittavat ryhma-
koot (voima-analyysi) ja joka maarittad koe-eldinten kdyton
maaran kussakin koeasetelmassa. Validaatiotyon ja tilastollisen
voima-analyysin perusteella voidaan luotettavasti ennustaa so-
veltuvat ryhmakoot, jotka minimoivat eladinten kayton alimpaan
mahdolliseen ilman etta koeasetelman tilastollinen voima vaa-
rantuu.

3. Parantaminen - Refinement

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

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

Suuri osa keskushermostollisten kehityssairauksien eldinmal-
leista on kehitetty jyrsijoissa. Jyrsijoissa havaitut taudin meka-
nismit, vasteet nykyisille ladkkeille (jos on) ja eldinten kayton
maara suhteessa saatavaan informaatioon ldadakeaineen tehosta
ja turvallisuudesta ovat hyvat.

Alemmilla selkdarankaisilla tai in vitro -menetelmin ei voida
saada samanlaista tietoa uusien ladkeaineiden tehosta, koska
kyseiset menetelmat eivat ole riittavasti tutkittuja, eivatka ylei-
sesti hyvaksyttyja ja kdytettyja. Taman lisaksi ndistd menetel-
mista ei ole saatavissa tietoa talla hetkella kaytettyjen ladkeai-
neiden vasteista, joita voitaisiin kdyttaa verrattaessa uusista laa-
keaineista saatavia tuloksia. Eldimille suoritetaan vain tutkimuk-
sen kannalta valttamattomat toimenpiteet. Kirurgiset toimenpi-
teiden yhteydessa eldimille annostellaan kipuldaakkeita. Eldimille
on tarjolla pehmennettya ruokaa ja niita nesteytetdan tarvitta-
essa. Eldimet lopetetaan heti lopetuskriteerien tayttyessa.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 7.1.2021. Arviointi E.Kaliste 8.1.2021: OK.

\ 1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja ALS:n ja MS:n taudin hoitoon
testaamalla lddkeaineiden tehoa ndiden eldinmalleissa. Tutkimuksen tarkoituksena oli testata uu-
sia ladkeaineita, jotka mahdollisesti estavat ALS:n taudin kehittymista ja lieventavat siihen liittyvia
funktionaalisia hairi6ita ja patologisia muutoksia ja lisddvat elinaikaa. MS:n osalta tavoitteet ovat
samat, erityisesti toiminnallisuuden ja oireiston vihentaminen sairauden aikana ja sivuvaikutus-
profiilien viheneminen. Hanke koostui useammasta eri osahankkeesta.




OSAHANKE 1 - SOD1 (G93A mutaatio) transgeeninen malli (ALS). Klassinen ALS:n prekliininen
tautimalli on geneettisesti muunneltu hiirikanta (mutatoitu SOD1 entsyymin geeni), jolle kehittyy
ikdantyessa progressiivisesti eteneva neurologinen tila, joka muistuttaa ihmiselld havaittavaa
ALS:a. Hiirten taudin kuva on progressiivinen ulkoisesti havaittavat liikkehermosolujen rappeutumi-
sesta johtuvat oireet alkavat tyypillisesti 90-105 paivan idssa ja etenevat vakavammaksi ian myo6ta.
Tyypillisissa koeasetelmissa ALS-hiirille aloitetaan ladkehoito joko ennen taudin ensimmaisten oi-
reiden puhkeamista tai samanaikaisesti, kun oireet on havaittu. Seurantajakson aikana eldimille
annosteltiin tutkimuslaakkeitd, eldaimilta otettiin verindytteita, eldimille suoritettiin
MRI/SPECT/PET-mittauksia ja kdyttaytymistesteja. Hiirilla havaittiin eteneva lihasmassan vahenty-
minen takaraajoista, raajojen toiminnan heikentymista, osittaista ja lopulta taydellista takaraajo-
jen halvaantumista. Malliin kuuluvia oireita mitataan pisteytysjarjestelmalld, joka kuului yhtena
osana lopetuskriteereihin. Eldimia seurattiin maksimissaan 170 pv elleivat esitetyt lopetuskriteerit
tayttyneet ennen sitd. Useimmat kokeet kestivat kuitenkin maksimissaan 150 tai 120 paivaa, silla
testattavan ladkkeen tehosta saatiin riittavasti tietoa jo aikaisemmassa lopetuspisteessa. Malli toi-
mii hyvin ja niistd saatavat tulokset olivat vertailukelpoisia.

OSAHANKE 2 — C90RF72 adenoassosiaatiovirus valitteinen ALS:n malli. AAV- (COORF72) valittei-
sesti indusoidussa hiirimallissa (Chew et al. 2015 mukaan) lddkeaineiden tehon testaaminen tapah-
tuisi amyotrofisen lateraaliskleroosin (ALS) kaltaisen sairauden mallissa. Hiiren/rotan poikasten la-
teraaliventrikkeleihin infusoidun adenoassosioidun viruksen aikaansaama hermosolujen transfek-
tio johtaisi kuukausien kuluessa kliinisesti merkittavalla tavalla patologiseen tilaan niin motorisen
suoriutumisen osalta kuin myds kudostasolla (mm. TDP-43 proteiinin ekspressio). Seurantajaksot
voivat olla SOD1-malliin verrattuna huomattavasti pidempia, aina 12 kk:n saakka indusoimisesta
johtuen mallin hitaammasta ja lievemmasta oireistosta. Mallia ei kuitenkaan saatu toimimaan ja
osahankkeen alla suoritettiin vain yksi koe.

OSAHANKE 3 — MOG/PLP indusoidut MS:n prekliiniset tautimallit. MS-taudin kokeellinen muoto
autoimmuuni-enkefalomyeliitti (EAE) indusoitiin annostelemalla eldimeen myeliinioligo-dendro-
syyttiglykoproteiinia (MOG) tai proteolipidiproteiinia (PLP). MOG-/PLP-antigeenin injektion seu-
rauksena eldimen elimisto kehittdaa immuunipuolustusreaktion elimiston omaa luonnollista proteii-
nia vastaan, jota esiintyy keskushermostossa luonnollisesti (autoimmuunireaktio). Testattavan tut-
kimuslaakkeen annostelu alkoi joko samanaikaisesti tai vasta oireiden alettua. Muita toimenpiteita
olivat erilaiset kayttaytymistestit, kuvantamismittaukset ja selkdydinnesteen/verinaytteiden otta-
minen. Kroonisessa mallissa ensimmaiset oireet havaittiin 10-20 paivaa tautimallin indusoinnin jal-
keen, ja eldimia seurattiin tyypillisesti 30-50 padivaa. Oireet ovat kroonisessa mallissa vakavampia
kuin akuutissa mallissa (ei niin selkeda palautumista). Malliin kuuluvia oireita mitattiin pisteytysjar-
jestelmalld, joka kuuluu yhtena osana lopetuskriteereihin. Tassa osahankkeessa kaytettiin padasi-
assa MOG-indusoituja kroonisia tautimalleja, joissa eldimia seurattiin 1-2 kk ajan. Malli toimii hy-
vin, ja niista saatavat tulokset olivat vertailukelpoisia.

OSAHANKE 4 - Cuprizone indusoitu demyelinaatiomalli: MS-taudin oireiden ja demyelinaation
tutkimukseen kaytetadn cuprizonea (C14H22N402). Tyypillisesti yhdiste annosteltiin oraalisuspen-
siona kaksi kertaa paivassa 4-6 viikon ajan. Luvassa oli mainittu myds dieetin kautta annostelu,
mutta tata ei ole viime vuosina enda kaytetty. Annostelun aikana tapahtui keskushermoston val-
koisen aineen merkittava vaheneminen (demyelinaatio), joka aiheutti motorisen toiminnan ja im-
pulssin kulun héirioitd. Kun cuprizone-molekyylin annostelu lopetettiin, remyelinaatio eli valkoisen
aineen palautuminen tapahtui 3-6 viikon kuluessa. Mallia kdytettiin Iahinnd autoimmuunirektiosta
riippumattomaan (vrt. EAE) demyelinaatio/remyelinaatio-dynamiikan tutkimukseen ja hoitomene-
telmiin, joissa pyritdan edistamaan tai kiihdyttdmaan remyelinaatiota tai hermoimpulssin kulkua.
Eldimilla demyelinaatio todetaan paadasiassa MRI-kuvannuksella, mutta useissa tutkimuksissa



kuvannuksesta saatuja tuloksia on pyritty vahvistamaan myds kadyttaytymistesteilla. Eldinten lope-
tuksen jalkeen kudoksista — erityisesti aivoista — on tutkittu tulehdus- ja solukuolemamarkkereita,
myeliinia tuottavien solujen vdhenemistd ja myeliinin vahenemista.

Ladkeaineannoilla selviteltiin lddkeaihion tehokkuutta myeliinikadon estamisessa, pysayttamisessa
tai vahentamisessa. Muissa hankkeen kokeissa selviteltiin myeliinikatoon liittyvia prosesseja. Malli
toimii hyvin ja niista saatavat tulokset olivat vertailukelpoisia.

Mallia kehitettiin merkittavasti lupajakson aikana, silla suoritetuissa kokeissa on selvinnyt turvalli-
set painorajat cuprizonelle altistettaville eldimille. Tama pienensi tautimallin indusointiin tarvitta-
vien elainten maaraa seka vahensi vakavimpia hyvinvointiongelmia. Lisaksi cuprizone-annos maari-
tetdan nyt hiiren taustakannan mukaan, silla olemme havainneet eroja eri hiirikantojen herkkyy-
dessa cuprizonelle.

Vakavammassa mallissa cuprizonea annostellaan 12 viikkoa, minka seurauksena demyelinaatio on
pysyvampi. Tama malli soveltuu siten tutkimuksiin, joissa tutkitaan remyelinaatiota tehokkaasti
lisddvien ladkeaineiden vaikutusta keskushermostossa silloin, kun elimistén oma myeliinin tuo-
tanto on oligodendrosyyteissa vakavasti hairiytynyt/estynyt. Vakavan mallin tutkimuksia ei tehty
tdman lupajakson aikana.

OSAHANKE 5. LPC (lysolesitiini) indusoitu fokaalinen demyelinaatiomalli. Kohdennetun demyeli-
naation malli MS:n taudin ladkeaineiden tehon tutkimiseen indusoitiin infusoimalla valittuun kes-
kushermostorakenteeseen (esim. aivokurkiainen, selkdytimen valkoinen aine) kerta-annoksena
LPC:ta nukutettuun eldimeen. LPC aiheuttaa selektiivisen myeliinituhon, joka kohdistuu rajatulle
alueelle ja josta sen muutoksia ladkehoidon vasteena voidaan tutkia. Eldimet toipuivat infuusiosta
hyvin, ja kayttaytyivat normaalisti jo seuraavana paivana. Elamilla ei havaittu motorisia tai muita
neurologisia oireita, ja lddkkeen tehotutkimukset perustuivatkin kuvantamiseen (MRI, SPECT, PET)
ja aivonaytteiden histologisiin/immunohistokemiallisiin/biokemiallisiin analyyseihin. Demyelinaa-
tio ilmaantuu mallissa 2-3 paivan kuluessa LPC-infuusion jalkeen, ja se palautuu osittain kokeen
aikana 3-4 viikon kuluessa lahelle Iahtotasoa. Kolme viikkoa oli tyypillisin seuranta-aika LPC-in-
fuusion jalkeen. Eldimille annosteltiin tutkittavaa ladkeainetta eri menetelmilla, selvasti yleisimmin
p.o.-reittid. Lopetuksen yhteydessa eldimilta otettiin erilaisia kudosnaytteita, joista analysoitiin de-
myelinaatiota kayttden immunohistologisia menetelmia. Malli toimii hyvin ja niista saatavat tulok-
set olivat vertailukelpoisia.

2. Millaista haittaa?

Osahankkeessa 1 (ALS) transgeenisista eldimista 450 kpl eli noin 50 % joutui vakavimpaan halvaus-
oireluokkaan ja lopetettiin lopetuskriteerien perusteella. Kokeen tosiasiallinen vakavuusluokka oli
vakava, kuten luvassa etukdateen ennakoitiin. Vakavuus johtui mallista ja oli odotettavaa. Erittdin
harvoin lopetuskriteeri oli pelkdstdaan suuri painonpudotus. Ndin ollen eldimen ruokinta hakin poh-
jalta edesauttoi eldimen hyvinvointia.

Osahanke 2 tautimallia lopulta ei saatu toimimaan. Osahankkeen alla suoritettiin yksi koe, jossa
lopetuskriteerien vuoksi lopetettiin 5 eldinta. Osalle poikasista ICV-infuusio aiheutti vesipaan muo-
dostumista ja eldaimet piti tdman vuoksi lopettaa.

Osahanke 3 MOG-inokuloiduista 351 kpl eli n. 26% eldimista joutui vakavimpaan halvausoireluok-
kaan ja lopetettiin lopetuskriteerien perusteella. Tasta osa, noin 20 %, lopetuskriteerien takia



lopetetuista eldimista jouduttiin lopettamaan painonpudotuksen takia riippumatta halvausoireen
luokasta.

Osahankkeessa 4 cuprizone annostelussa 79 kpl eli n. 20% kaikista annostelluista eldimista joudut-
tiin lopettamaan lopetuskriteerien perusteella. Eldimilla ei ollut halvausoireita, mutta cuprizone
annostelu vaikutti niiden hyvinvointiin vakavasti. Useimmiten lopetuskriteerien perusteella lopete-
tut eldimet olivat pudottaneet painoaan yli 20% tai eldimen yleisvointi oli mennyt niin huonoksi,
etta se oli lopetettava (eldin oli liikkkumaton, ei reagoinut arsykkeisiin, ja oli merkkeja ruuan ja juo-
mankulutuksen vahenemisesta). Kuolleisuutta saatiin laskemaan viimeisimmassa tutkimuksissa
alle 10 %:iin mallikehityksen myota.

Osahanke 5 LPC-demyelinaatiomallissa 1 eldin jouduttiin lopettamaan lopetuskriteerien perus-
teella. EI3imilla ei havaittu operaatiosta toipumisen jalkeen hyvinvointiongelmia. Tosiasiallinen
haitta oli lievempi kuin etukateen oletettiin.

\ 3. 3R-mahdollisuudet

‘ 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 kdyttomaarat 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: | Vakavuusluokka: Millaista vakavin haitta oli? | 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu va-
Toimenpide | laji teet Luvassa arvi- | Luvassa arvioitu / tosiasi- | Oliko toistuva, mallista aiheu- | hent&a tai eldinten hyvinvointia parantaa?
saavut- | oitu / tosiasi- | allinen tuva vai satunnainen Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jat-
tami- allinen kossa vahentamaan?
nen
(+/-)
Osahanke 1 | Hiiri + 1800 hiirta / | Vakava / 896 kpl vakava, Vakava, Haitta on mallista Aikaisemmat lopetuspisteet, eldimen ruo-
1150 hiirta 37 kpl kohtalainen, 154 johtuva kinta hakin pohjalta, pidennetyt nipat vesi-
kpl lieva, ei toipumista 10 pulloissa, vesigeelia kuppiin, hakin kuivik-
kpl keena sellainen puru, joka ei luista, naarai-
den kaytto tutkimuksessa, silla urokset ovat
aggressiivisia ja ne pitaa laittaa yksittdishak-
keihin.
Osahanke 2 | Hiirija |- 1800 hiirta, Vakava / 20 kpl vakava, 29 | Vakava, Haitta on mallista -
rotta 1800 rottaa/ | kpl kohtalainen, 0 kpl johtuva
54 hiirta, 0 lieva, ei toipumista 5 kpl
rottaa
Osahanke 3 | Hiirija | + 1800 hiirta, Vakava / 1330 kpl vakava, | Vakava, Haitta on mallista Aikaisemmat lopetuspisteet, eldimen ruo-
rotta 1800 rottaa / | 125 kpl kohtalainen, 258 johtuva kinta hakin pohjalta, pidennetyt nipat vesi-
1521 hiirta, kpl lieva, ei toipumista 4 pulloissa, vesigeelid kuppiin, hakin kuivik-
242 rottaa kpl keena sellainen, joka ei luista, rakon toimin-
nan varmistaminen ja tarvittaessa tyhjennys
Osahanke 4 | Hiiri + 1350 hiirta / | Vakava / 384 kpl vakava, Vakava, Haitta on mallista Eldimen ruokinta hakin pohjalta, pidennetyt
661 hiirta 95 kpl kohtalainen, 183 johtuva nipat vesipulloissa.

kpl lieva, ei toipumista 0
kpl




Osahanke 5 | Hiiri ja 1800 hiirts,
rotta 1800 rottaa /
0 hiirta, 479
rottaa

Vakava / 17 kpl vakava,
564 kpl kohtalainen, 0 kpl
lieva, ei toipumista 6 kpl

Kohtalainen, Haitta on mal-
lista johtuva. Muutamia eldi-
mia luokiteltiin vakavaan ka-
tegoriaan infuusiosta johtu-

van komplikaation vuoksi.

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

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkeja)

Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Aikaisempi paatepiste

X
Lyhyempi seuranta-aika X X - -
Pesdamateriaali X X X X
Lisdlampod operoinnin jalkeen X X X X
Totuttaminen X X - -
Pehmennetty ruoka hakin pohjalla X X X X
Pitkat nipat vesipulloissa X X X X




YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Angiopoietiini-kasvutekijat verisuoniston ja imusuoniston toi-
minnassa tulehdustaudeissa ja syovassa.

Hankeluvan kesto

Kolme vuotta

Avainsanat

Syopa, sydan- ja verisuonitaudit, imusuonisto, gm-hiiri

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla

Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla

Lakisdaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ympadristonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden | Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

Tutkimuksessa selvitetaan verisuonten roolia vakavissa tuleh-
duksissa, syovassa, seka silman verisuoniston sairauksissa.
Hankkeessa selvitetaan veri- ja imusuoniston merkitysta
useissa erilaisissa patologisissa tilanteissa, joissa verisuonisto
alkaa vuotaa. Tutkitaan myos syévan etdapesakkeiden leviami-
sen syita. Lisaksi tutkitaan imusuonten osuutta naihin, silla
kaksi kolmannesta syovan etapesakkeista leviaa imusuonten
kautta.

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

Syopa ja syddn-ja verisuoniston sairaudet ovat tarkeita kuole-
maan johtavia tekijoita lansimaissa. Lisaksi silman verisuoniston
sairaudet aiheuttavat merkittavasti nadon heikkenemista.

Taman tutkimuksen tarkoituksena on tuottaa uutta perustietoa
ndistd sairauksista ja luoda pohjaa kliiniselle ja soveltavalle tut-
kimukselle. Pitkalla tahtdaimelld tavoitteena on luoda uusia hoi-
tomuotoja. Lisaksi tutkimus tarjoaa tieteellista tietoa veri- ja
imusuoniston merkityksesta tulehdustiloissa, syovassa ja sil-
man verisuoniston sairauksissa.

Kaytettavat eldinlajit ja
elainmaarat

Hiiri: 1000 eldinta

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

Eldimille hankkeessa tehtavista kirurgisista toimenpiteista ai-
heutuu kohtalaista haittaa. Kaytettaviin eldinmalleihin liittyvia
haittoja ovat kasvainten kasvu seka tulehduskipu. Eldimet lope-
tetaan kunkin osakokeen jalkeen.

Vakavuusluokat: lieva, kohtalainen, vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Patologisissa tutkimusmalleissa on tarkeaa saavuttaa mahdolli-
simman hyva fysiologinen tilanne eldinta kayttamalla. Veri- ja
imusuoniston toiminta on sidoksissa ymparoivien kudosten fy-
siologiaan. Solumalleilla ei pystyta samalla tavalla jaljentamaan
esimerkiksi syovan etenemista tai tulehdusta, vaan koe-eldin-
ten kaytto on ainoa tapa. Solumalleja kaytetdan aina kuin mah-
dollista.




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

Koe-asetelmat suunnitellaan huolellisesti, yhteen osakokee-
seen kdytetddn 3-12 hiirta ja kyseinen koe toistetaan maksimis-
saan kolme kertaa. Hankkeen puitteissa tehdaan jatkuvaa
suunnittelua, jotta eldinmaaraa pystytdan muokkaamaan hank-
keen edetessa pienemmaksi. Pilottitutkimukset ovat
avainasemassa.

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 - Hiirelld on nopea lisdantymissykli ja sen genomisekvenssi
tunnetaan hyvin. Hiiren biologiassa on yhtymakohtia ihmisen
biologiaan, mika mahdollistaa ihmista hyodyttavien hoidollis-
ten sovellusten kehittamisen.

b - Geenimuunnelluilla kannoilla voidaan selvittaa mm. veri-
suonten eri komponenttien tarkeaa roolia tulehduksessa ja sy6-
vassa.

¢ — Kirurgiset toimenpiteet tehdaan nukutuksessa ja kivunpois-
tosta huolehditaan. Eldimia kipulaakitaan tarvittaessa myods im-
munisaatioiden jalkeen. Kasvainkokeissa kasvaimen koon ei an-
neta kasvaa maarattya koko suuremmaksi ja kasvaimia seura-
taan kuvantamalla.

Hankkeesta ei tehd3 / tehd3in KYLLA

takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 7.1.2021. Arviointi EK 7.1.2021: OK.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Tutkimuksessa haluttiin selvittaa verisuonten roolia vakavissa tulehduksissa (sepsis, aiemmin ve-
renmyrkytys) ja syovassa, jotka ovat merkittavia kuolleisuutta aiheuttavia sairauksia.

Syopasolut levidvat verisuonia ja imusuonia pitkin ja muodostavat etapesakkeita eli metastaaseja.
Sita varten metastasoivien syopasolujen taytyy paasta tunkeutumaan primaarikasvaimen veri- tai
imusuonistoon ja vastaavasti poistua suonistosta kudokseen muodostaen etdapesakkeen.
Syopahoitojen, mukaan lukien verisuoniin kohdistuvien uusien hoitojen teho on usein riittamaton
ja suurimpana riskind on kasvainten uusiutuminen tietyn ajan kuluttua. Tavoitteenamme on |6ytaa
uusia mekanismeja, joita estamalla syopakasvaimen leviamista voidaan hillita veri- ja imusuonia
pitkin.

Osahanke 1 sisalsi tuumorikokeet, joissa tutkimme mitka verisuoniperaiset tekijat vaikuttavat pri-
maarituumorin kasvuun ja etapesdkkeiden levidamiseen. Osahankkeessa 1 saimme alustavia tulok-
sia siitd, miten pian syopasolujen ja verisuonten vuorovaikutus johtaa muutoksiin verisuonistossa,
joita tarvitaan siihen, etta syopasolut kulkeutuvat verisuonten lapi ja siirtyvat kudokseen muodos-
tamaan etapesdkkeita. Aikapisteen maarittaminen oli tarkeas, silla haluamme ymmartaa laajem-
min mita verisuonistossa tapahtuu, kun sydpasolu kulkee sen ldpi ja jatkossa kdaytamme tata aika-
pistettd naytteiden yksisolu-RNA-sekvenointiin, selvittadksemme verisuonistossa tapahtuvat muu-
tokset syopasolujen levidmisessa aikana.

Osahankkeessa 2 keskityttiin vakaviin tulehduksiin liittyvan hiusverisuoniston vuodon tutkimuk-
seen. Hillitsemallad tulehduksesta johtuvaa verisuonivuotoa kasvutekijoilla/vasta-aineella/laékeai-
neilla tai



poistogeenisilla hiirimalleilla, tavoitteenamme oli tunnistaa uusia mekanismeja, jotka aiheuttavat
haitallista verisuoniston vuotoa. Osahankkeessa 2 onnistuimme selvittamaan, etta b1-integriinilla
on merkittava rooli tulehduksen verisuonivuodossa. Estamalld b1-integriinin toimintaa vasta-ai-
neilla tulehduksessa pystyimme estamaan haitallista verisuonivuotoa. Lisdksi b1l-integriinin delee-
tio verisuonistosta, vahensi verisuonivuotoa tulehduksessa. Nama tulokset ovat merkittavia, silla
tdhan mennessa tulehdukseen liittyvaan verisuonivuotoon ei ole pystytty kehittdmaan tehokkaita
ladkkeita. Tulokset on julkaistu ja tutkimusta jatketaan, silla tulokset ovat erittdin lupaavia.

Hiiri on hyva malli verisuonivuodon tutkimiseen. Sillda on nopea lisdantymissykli ja sen genomisek-
venssi tunnetaan hyvin. Hiiren biologiassa on yhtymakohtia ihmisen biologiaan, mikda mahdollistaa
ihmista hyodyttavien hoidollisten sovellusten kehittamisen. Sen biologiset yhtenevaisyydet ihmi-
seen yhdistettyna kokoon ja nopeaan lisaantyvyyteen tekevat siita hyvan mallieldaimen ihmiselle
suunnattuja hoitomuotoja tutkittaessa. Kaytdssamme on monipuolinen, veri- ja imusuonitutki-
mukseen liittyva, transgeenisten hiirien kokoelma, joten solukokeilla tehdyt havainnot voidaan no-
peasti todeta nisakkadssa paikkansapitaviksi. Lisdksi vasta-aineiden saatavuus hiiren proteiineille
on erittain hyva. Tulehdus ja sydpamallimme ovat alalla laajasti kdytettyja, ja voimme vaihtaa alan
muiden tutkijoiden kanssa tietoa parhaista lahestymistavoista. Tama vahentaa kaytettavien eldin-
ten maaraa suuresti.

2. Millaista haittaa?

Osahankkeessa 1 tosiasiallinen haitta oli joko lievaa tai kohtalaista. Suurin osa hiirista koki vain
neulanpistosta aiheutuvaa lievaa haittaa. Tuumorikokeet olivat padosaltaan lyhytkestoisia, jolloin
tuumori ei vield ehtinyt muodostua eika siten aiheuttanut hiirille haittaa. Osa hiirista lopetettiin
pidemman ajan kuluttua tuumorisolujen injisoinnista, ja nailla hiirilla kasvaimet olivat jo ehtineet
muodostua, mutta kasvaimet olivat viela pienia hiirten lopetusvaiheessa, jolloin hiirten kokema
haitta oli korkeintaan kohtalaista. Kirurgisia toimenpiteita ei hiirille tehty.

Osahankkeessa 2 hiirten kokema haitta oli lievaa tai kohtalaista. Maksimiannoksilla (25mg/kg) LPS
johtaa kuolemaan n. 50% hiirilla 24 h kuluessa ja 100% 48 h kuluessa. Omissa kokeissamme
kdytimme matalampaa annosta n. 11-15 mg/kg LPS, mikd on vdhemman kuin maksimiannos eika
siten aiheuta hiirten menehtymista (takautuvan arvioinnin mukaan 4% hiirista menehtyi (maksi-
miannoksella 11 mg/kg, 16h), mika ei eroa esimerkiksi yleisen anestesian menehtymisriskista).

LPS:n seurauksena tulehduksen edetessa hiirten ruumiin lampo laskee ja myéhemmissa aikapis-
teissa myos liikkkuminen hidastuu. Hiirid seurattiin ja arvioitiin tarkasti, jotta todellinen haitta pys-
tyttaisiin arvioimaan ja havaittiin, etta kokeen paattyessa (LPS 16h -18h) eldimet eivat saavutta-
neet varhennettujen lopetuskriteerien pisteytystaulukon mukaan luokkaa 4 kahdessa paramet-
rissd, tai padivan aikana luokkaa 4 kaikissa kahdeksassa parametrissa, mika olisi edellyttanyt lope-
tusta kesken kokeen (ks. Havaitut haitat punaisella taulukossa). Referenssiksi julkaisu (Lilley et al.,
SHOCK, Vol. 43, No. 4, pp. 304Y316, 2015), jossa lukee pisteytystaulukon kohdalla:

"During the day, animals will be humanely killed if they reach a score of 4 in all eight parameters.
During the night, animals will be humanely killed if they reach a score of 4 in two parameters. Re-
gardless of total score, any animal found to exhibit a complete lack of activity or eyes closed when
stimulated, gasping, or collapsed with head down will be humanely killed immediately."



Clinical criteria Score 1 Score 2 Score 3 Score 4
Fur Aspect Actively groom- | Dulling of hair coat | Rough hair coat | Piloerection
ing
Activity Normal activity Reduced activity No activity dis- | Nil activity dis-
disturbed turbed, reduced | turbed or stimu-
activity stimu- lated
lated
Posture Normal Slightly hunched, Hunched with Hunched with
moving freely stiff move- no movement
ment/posture stimulated
Behavior Normal Slow normal when | Abnormal dis- Abnormal when
disturbed turbed, relo- disturbed or
cated only stimulated, no
when stimu- relocation
lated
Chest move- Normal Mildly dyspneic Moderately Severely dysp-
ments dyspneic neic with tho-
racic abdominal
respiration
Chest sounds No Occasional chirping | Frequent chirp- | Wet chirping in-
ing creased when
stimulated
Eye lids Normally Normally opened Near closed Closed dis-
opened sponta- | disturbed when stimu- turbed, near
neously lated and dis- closed stimu-
turbed lated
Body weight 0%-5% 5%-10% >15% >20%
loss

Kipuilmeiden tarkastelu osoitti lisdksi, ettd akuutin tulehdusmalli -kokeen paattyessa kipu on koh-
talaista. Koska kokeen tarkoituksena on vakavan tulehduksen tutkiminen, tulehduskipulaakkeita ei
voida kayttaa. Kipuldakkeiden kayttoon ei ole myoskaan indikaatiota ihmisten hoidosta, silla sep-
sispotilaita ei myoskaan hoideta kipulaakkeilla, silla tulehdus itsessaan ei aiheuta kipua. Lisaksi,
opioidien kaytosta on sepsispotilailla nayttoa, etta opioidit lisddvat kuolleisuutta.

Eldimia ei jouduttu lopettamaan lopetuskriteereiden perusteella, vaan eldimet lopetettiin kokeissa
ennen kuin ne tayttivat yleiset lopetuskriteerit.

Toimenpiteet, joita olivat Iahinna neulanpistot, onnistuivat hyvin eivatka aiheuttaneet hiirille yli-
madraista haittaa.

\ 3. 3R-mahdollisuudet

Hiirikokeita edelsi in vitro-kokeet soluilla, joiden tulosten perusteella suunnittelimme eldinkokeet.

Eldinkokeista kerattiin aina kaikki mahdolliset kudosndytteet, jotta kokeita ei tarvitsisi toistaa ta-
man takia.

Olemme ottaneet kayttoon lyhyemmat aikapisteet, jolloin tulehdus ei ole vield niin voimakas ja
hiirten kokema haitta on lievempi.



Tarjoamme hiirille hdakkiin veteen sekoitettua rehua, josta hiiret saavat ravinnon ja juoman hel-
pommin kokeen aikana.

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 kdyttomaarat 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 saa- | Eldinma&ara: Vakavuus- Millaista vakavin haitta 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu va-
Toimenpide | laji vuttaminen Luvassa arvioitu / | luokka: Lu- oli? hentaa tai eldinten hyvinvointia parantaa?
(+/-) tosiasiallinen vassa arvi- Oliko toistuva, mallista ai- | Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jat-
oitu / tosiasi- | heutuva vai satunnainen kossa vahentamaan?
allinen
Osahanke 1, | Hiiri Tuumorikokeet | Osahanke 1 arvi- Vakava/ Ei vakavaa haittaa Kokeet olivat lyhytaikaisia, jolloin tuumori ei
Tuumoriko- antoivat alusta- | oitu kokonais- Lieva (Sv2) ehtinyt joko kasvaa ollenkaan tai vain pie-
keet/Tuumo- via tuloksia, maara 200, joista (6/22), Koh- neksi, jolloin vakavaa haittaa ei hiirille koitu-
risolujen is- joita hyédynne- | 22 kaytetty talainen (Sv3) nut.
tuttaminen tdan jatkossa. ihonalaiseen tuu- (16/22)
ihonalaisesti morimalliin
Osahanke 1, | Hiiri Tuumorikokeet | Osahanke 1 arvi- Vakava/ Ei vakavaa haittaa Kokeet olivat lyhytaikaisia, jolloin tuumori ei
Tuumoriko- antoivat alusta- | oitu kokonais- Ei toipumista ehtinyt joko kasvaa ollenkaan tai vain pie-
keet/Syo- via tuloksia, maara 200, joista (Sv1) (3/75), neksi, jolloin vakavaa haittaa ei hiirille koitu-
pasolujen an- joita hyédynne- | 75 kaytetty laski- Lieva (Sv2) nut.
nostelu laski- taan jatkossa. monsisdiseen tuu- | (61/75),
mon sisdi- morimalliin Kohtalainen
sesti (Sv3) (11/75)
Osahanke 2, | Hiiri Osa tavoitteista | Osahanke 2 arvi- Vakava/ Vakavin haitta oli poikas- Poikasten satunnainen kuolleisuus tamoksi-
Tamoksifee- saavutettiin, oitu kokonais- Lieva (Sv2) ten kuolleisuus tamoksi- feenin annostelun jalkeen on saatu mini-
nin annostelu mutta tutkimus | maara 400, joista (340/417), feenin annostelun jalkeen. | moitua pienentamalla injisointi tilavuutta.
jatkuu. 417 kaytetty pel- Kohtalainen Poikasten kuolleisuus joh- | Lisdksi geenin poistosta johtuvat poikas-
kdstaan tamoksi- (Sv3) tui sekd geenin poistosta kuolemat estetdan jatkossa niin, etta poika-
feenin annosteluun | (19/417), aiheutuvasta haitasta, ettd | set analysoidaan muutaman paivan sisalla
Vakava (Sv4) | satunnaisesti injisoinnista | tamoksifeenin annostelusta tai tamoksi-
(58/417) aiheutuvasta haitasta. feeni annostellaan vanhemmille poikasille,

jolloin geenin poisto ei ole niin haitallista.




Osahanke 2,
Systeemisen-
tulehduksen
tuottaminen

Hiiri

Tulehduskokei-
den osalta saa-
vutimme sen
hetkiset tavoit-
teemme, lupaa-
vista tuloksista
johtuen tutki-
mus kuitenkin
jatkuu.

Osahanke 2 arvi-
oitu kokonais-
maara 400, joista
959 kaytetty sys-
teemisen tulehduk-
sen tuottamiseen

Vakava/

Ei toipumista
(Sv1)
(107/959),
Lieva (Sv2)
(341/959),
Kohtalainen
(Sv3)
(498/959),
Vakava (Sv4)
(13/959)

Vakavin haitta oli, etta jos-
kus harvoin hiiri [6ytyi
kuolleena hakista LPS pis-
toksen jalkeen. Lisdksi
haittana oli etenevan tu-
lehduksen aiheuttama
hiirten lampédtilan nousu,
lilkkkumattomuus, ja syo-
mattomyys.

Eldinten hyvinvointia on parannettu tarjoa-
malla niille veteen sekoitettua rehua ko-
keen ajan, josta ne saavat ravinnon ja juo-
man helpommin. Olemme myds tarkastel-
leet ja kirjanneet yl6s hiirten kipuilmeet,
jotta pystymme havaitsemaan heti, jos hii-
ret kokevat kokeen aikana kipua. Kerddamme
kokeista paljon naytteita, jotta kokeita ei
tarvitsisi toistaa turhaan. Jatkossa kay-
tdmme myos tulehduskokeissa lyhyempia
aikapisteita, jolloin hiirille aiheutuva haitta
on pienempi.

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 esimerkkejd) | Hankkeessa | Omassa toiminnassa | Yleisesti sovellettava | Julkaistaan tuloksia raportoitaessa
sovellettava | sovellettava

Aikaisempi paatepiste X - - -

Veteen sekoitettu rehu X - X -




YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Solujen hypoksiavastetta sdatelevien entsyymien inhibition vai-
kutus kokeelliseen autoimmuunisen enkefalomyeliitin (MS-tau-
timalli) taudinkuvaan.

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Hypoksia, HIF-prolyylihydroksylaasit, MS-tauti

Hankkeen tarkoitus

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

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

MS-tauti on eteneva keskushermoston toimintaan vaikuttava
immuunivalitteinen sairaus, johon ei tunneta tehokasta hoito-
keinoa.

Hankkeen ensisijainen tavoite on tunnistaa poistogeenisista
eldainmalleista ne hypoksiavastetta saatelevat entsyymit, joiden
inhibitio voisi parantaa MS-taudin kuvaa ja hidastaa taudin ete-
nemista seka vahentaa potilaiden oireilua.

Tutkimuksesta saatava tieto voi auttaa meita kehittdmaan 13a-
keaineita (inhibiittoreita) MS-taudin hoitamiseksi. Hankkeen
toissijainen tavoite on tunnistaa mahdollinen mekanismi nai-
den lddkeaineiden mahdolliselle parantavalle vaikutukselle.

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

Tama tyo tehdaan yhteistydssa Yhdysvaltalaisen Fibrogen Inc.
kanssa. Yritys tuottaa HIF-prolyylihydroksylaasien inhibiittoreita
ihmissairauksien hoitoon (esim. anemia). Tutkimuksemme yksi
tarkoitus on analysoida voitaisiinko MS-taudin etenemiseen tai
oireiden helpottamiseen vaikuttaa tasmalaakkeilld, jotka koh-
distuvat ko. entsyymeihin.

Kaytettavat eldinlajit ja elain-
maarat

Hiiri, 320 eldinta

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

Eldimille aiheutuu haittaa taudin indusoinnissa tehtavista an-
nosteluista, seka taudin etenemisesta (lihasheikkous, halvaan-
tumisoireilu).

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?

Koska MS-tauti on autoimmuunisairaus, on sitd vaikeaa tutkia
solumalleissa, silld niilla ei voida matkia immuunivasteen synty-
mista sekd hermostomuutoksia.

2. Viahentdminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, ettd elai-
mia kdytetdadn mahdollisimman
vahan?

Eldimia kaytetdan ainoastaan sellaisia lukumaaria, jotka mah-
dollistavat tarvittavan tilastoanalyysin tuloksista. Sarjat pyri-
taan suunnittelemaan niin, ettei koetta tarvitsisi uusia. Lisdksi
esitutkimuksissa on kaytetty mahdollisimman paljon




solumalleja, jotta tarvittavaa taustatietoa saataisiin kokeen jar-
kevyydesta.

3. Parantaminen - Refinement Eldinlaji on valittu a) aikaisempien tutkimustuloksien perus-

a) Perusteet eldinlajin valinnalle. | teella, b) koska hiiri on toistaiseksi ainoa laji, jossa geenima-

b) Miksi valittu eldinmalli on pa- | nipulaatio on laajassa mittakaavassa mahdollista ja c) koska

ras tieteellisten tavoitteiden kan- | hiiri on yleisemmin kdytetty malliorganismi, jolloin tulosten ver-
nalta? tailu eri tutkimusryhmien valilla on mahdollista. Eldimille aiheu-
c) Miten eldimille aiheutettu tettu vahinko minimoidaan aktiivisella seurannalla seka hoito-
haitta on tarkoitus minimoida? toimenpiteilld, joiden avulla eldin saa helposti tarvitsemansa ra-
vinnon ja nesteytyksen. Lisaksi kdytamme lyhennettya oireiden
luokitusta, jolloin eldin ei kokisi turhaa kipua.

Hankkeesta ei tehd3 / tehdiin KYLLA

takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 22.6.2020. Arviointi E.Kaliste 30.6.2020 OK.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankeen tarkoitus oli tutkia elimistémme happisensoreiden vaikutusta oireisiin ihmisen multippelia skle-
roosia mallintavalla hiirimallilla (MOG35-55 indusoitu EAE-malli). Tulostemme mukaan elimistomme nel-
jasta happisensorista kahdella on merkittava oireita lieventava vaikutus taudin oirekuvaan. Yhdella hap-
pisensoreista ei havaittu mitaan vaikutusta ja yhdella puolestaan on alustavien kokeiden jalkeen oireita
pahentava vaikutus. Tutkimuksemme jatkuvat vield soluviljelykokeiden muodossa. Lisaksi analyysimme
eldinkokeista saatavista ndytteista ovat vasta lopuillaan, mutta valmistunevat syksyn aikana. Tulok-
semme antavat olettaa, ettd happisensoreihin kohdistuvilla inhibiittoreilla saataisiin voida lieventaa
EAE:n oireita, mutta tulokset eivat ole vield suoraan hyodynnettavissa ihmistaudin oireilun lieventami-
seen, silla kaytettavissa olevat inhibiittorit saattavat aiheuttaa tietojemme mukaan myds haitallisia sivu-
vaikutuksia.

Eldinmalli on silta osin tahan tutkimukseen sopiva, koska se on ainoa missa yksittdinen geeni voidaan
tasmallisesti manipuloida, ja lisdksi meilla oli tdma tyodkalu jo valmiiksi kdytettavissamme. Nain pys-
tymme identifioimaan kunkin happisensorin merkityksen tautimallissa, ja ehkda myohemmin kehitta-
maan tasmallisempia inhibiittoreita haluttua happisensoria vastaan. Inhibiittoreiden kehittaminen on
haastavaa, koska ko. entsyymit ovat toisillensa isoentsyymeita, eli katalysoivat samoja reaktioita seka
niiden aminohappohomologia on varsin suurta.

\ 2. Millaista haittaa

-Mika oli tosiasiallinen haitta ja vakavuusluokka, millaista vakava-luokan haitta oli? Tiedot taulukkoon
nro 1.

Hankehakemuksessa on liitteend oireiden vakavuusluokittelu. Dokumentista ilmenee erilaiset oireet,
joita kohtasimme kokeen aikana. Vakavimmat oireet ovat vakavuusluokassa 4, jonka saavutettuaan
eldin lopetettiin.




-Miten toimenpiteet onnistuivat eldinten hyvinvoinnin kannalta / millaisia haittoja eldimille aiheutui?
Oliko tosiasiallinen haitta sellainen kuin etukateen oletettiin?

Tosiasialliset haitat osuivat hyvin ennustuksiimme, jotka ilmenevdt vakavuusluokittelussa.
-Tuliko yllatyksia? Kuinka paljon eldimia jouduttiin lopettamaan lopetuskriteereiden perusteella?

Lopetuksia jouduttiin tekemddn 24 kpl perustuen lopetuskriteereihin.

3. 3R-mahdollisuudet

-Onko kadytettavana uusia vaihtoehtoisia menetelmia eldinten kayton tilalle?

Valitettavasti ei ole suoraan, silld tdssd seurataan halvaantumisoireita. Itse autoimmunisaation toteutu-
mista tutkitaan toki soluviljelymalleilla, mutta osassa niitdkin autoimmunisaatio joudutaan tekemddn
eldimessd.

-Voisiko toimenpiteiden toteuttamistapaa ja/tai hoitomenetelmia edelleen kehittaa?

Olemme kehittdneet hoitomenetelmié eteenpdin. Eldimet totutetaan korkeaenergiseen ruokavalioon n.
2 viikkoa ennen autoimmunisaatiota (ts. MOG/PTX-injektioita). Lisdsimme ruokavalioon myés kor-
keaenergiset ravintopelletit, joilla korvattiin kondensoitu maito, joka kéytédnndssé sotki eldimidi, jolloin
niité jouduttiin rasittamaan pesemdilld maitoa pois. Kaikki ravinto lasketaan matalaksi halvausoireiden
ilmettyd, jotta eldimet saavat ravinnon helposti. Eldinten liikkkumista helpotettiin oireiden alkaessa aset-
tamalla siihen tarkoitettu metallinen verkko héikin pohjalle sekd muuttamalla pesémateriaali pehmedm-
mdiksi, jotteivat juutu raajoistansa materiaaliin kiinni oireiden pahentuessa. Fysiologisen suolan sijasta
nesteytystd tarvitseville annettiin aina glukoosia, joka paransi eldinten oloa/selviytymistd. Hoitohuoneen
limpétilaa myés nostettiin oireiden pahetessa. Erittdin térkedksi koimme, ettd eléimet saavat olla
omissa oloissaan téysin rauhassa, ilman asiattomien Iépikulkua. Myds hoitohenkil6kuntaa koulutettiin
tdhdn taholtamme.

-Voisiko inhimillisia lopetuspisteita aikaistaa?

Ei voi, silld olemme sen jo aikaistaneet lupahakemuksessamme. Emme etene kokeissamme gradukseen
5, joka tarkoittaa neliraajahalvausta. Kun eldimet saavuttivat graduksen 4, ne lopetettiin. Eldimid ei lo-
petettu graduksen 4 vuoksi mitenkddn paljon, silld esitestasimme huolellisestin eri PTX-erdit, joiden kon-
sentraatio vaikuttaa suoraan oireiden vakavuuteen. Melkein kaikki gradukseen liittyviit lopetukset ta-
pahtuivat ainoastaan yhdessd alkuperdisistd kohorteistamme.

-Pitdisiko eldinmaaria muuttaa?

En nde tarpeelliseksi. Emme pystyneet tekemddn kaikkia kokeitamme halutulla tavalla, sillé kaupallisten
PTX-erien muuttuminen kokeen aikana aiheutti meille suuria ongelmia. Samoin tutkijoiden ja hoitohenki-
I6kunnan (muiden kuin omien tutkijoidemme tai hoitohenkil6kunnan) huolimaton kéytds kokeen aikana,
joka stressasi hiirid luultavasti vddristden osaa tuloksista. Luultavasti joudumme hakemaan myéhemmin
uuden luvan, jotta saamme tehtyd jatkokokeemme.

-Voisiko kaytetyista eldimistd saada enemman tietoa hyodynnettavaksi?

Kerddmme kaiken mahdollisen tiedon eldimistd julkaisuamme varten. Luulen ettd menetelmdmme muu-
ten on yleisessd tiedossa.

-Olisiko keksityilla 3R-keinoilla laajempaa hyodynnettavyytta?



Menetelmdmme ovat standardisoituja, ja kdytdssd kaikkialla. Niitd hyddynnetddn nimenomaan EAE-
mallien tutkimuksessa.



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

luokittelun kriteerit: asetus 564/2013 Liite 3.

Osahanke / | Eldinlaji | Tavoitteet | Eldinmaara: | Vakavuusluokka: | Millaista vakavin 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu vahentaa tai elain-
Toimen- saavutta- | Luvassa ar- | Luvassa arvioitu / | haitta oli? ten hyvinvointia parantaa?
pide minen vioitu / to- | tosiasiallinen Oliko toistuva, mal- Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jatkossa vahenta-
(+/-) siasiallinen lista aiheutuva vai sa- | maan?
tunnainen
Hiiri 1310/356 Vaihtelee valilla Kahden raajan taydel- | Haittaa ei voida suoraan vahentaa, silla se kuuluu taman

lieva-vakava. Koe
perustuu vaka-
vuusasteiden luo-
kitteluun.

linen halvaantuminen
tai kohtuullinen neljan
raajan halvaantumi-
nen. Oli toistuva ja
toistui jokaisessa tut-
kimuskohortissa.

MS-tautimalliin etenemiseen ja siihen liittyvaan kliiniseen
arviointiin. Rajoitimme seurannan myos n. 1 kk, koska mie-
lestamme se tdssa vaiheessa riittaa ja antaa meille tarvit-
tavan informaation. Tekemalld asianmukaiset esitestit,
eldinten maaraa voidaan kylla jonkin verran vahentaa. Li-
saksi, riippuen tavoitteista, T soluja ja niiden ominaisuuk-
sia voidaan tarkemmin tutkia soluviljelya hyvaksikayttaen.
Tama vahentdaa myos kaytettavien eldinten maaraa, tai ai-
nakin kokeen pituutta, mutta sovellettavuus riippuu taysin
tavoitteista. Pyrimme tassa tutkimuksessa kdyttamaan eri-
tyisesti soluviljelya hyvaksemme mahdollisimman paljon.

Muutoin eldinten tilaa on pyritty helpottamaan paremman
ruokavalion, riittavan nesteytyksen seka jatkuvan seuran-
nan avulla. My6s ruuan ja juoman saamista on hakeissa
helpotettu asettamalla ravinto mahdollisimman alas. Li-
saksi hakin pohjalla kaytetdan verkkoa, joka helpottaa osit-
tain halvaantuneen eldimen liikkkumista ja ruokailua.
Myoskin pesamateriaalia on muutettu pehmeammaksi,
jottei ns. normaali pesdamateriaali tartu niin helposti jalkoi-
hin kiinni.




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

Lyhyempi seuranta-aika

Pesamateriaali

X | X | X

Hoitohuoneen lampétila

Totuttaminen

Korkea-energinen ravitsemus

X [ X | X | X

Soluviljelumenetelmat

X | X [X | X | X | X [X

X [ X | X

X [ X | X




YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Ladkeaineiden tehon testaaminen neuropaattisen kivun preklii-
nisissa tautimalleissa

Hankeluvan kesto 3 vuotta

Avainsanat Neuropaattinen kipu; allodynia, iskiashermo

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

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

Hankkeen tavoitteena on kehittaa neuropaattisen kivun malleja
rotassa ja hiiressd, seka testata uusia tehokkaita neuropaatti-
sen kivun hoitomuotoja ihmisille. Neuropaattinen kipu eroaa
spontaanista kivusta tyypiltaan, kestoltaan ja intensiteetiltdaan.
Se koetaan usein “hermoja raastavana” poltteluna, kihelmoin-
tind, puutumisena tai pistelyna, joka ei valttamatta ole intensi-
teetiltadn erityisen voimakasta, mutta jonka jatkuminen erityi-
sen pitkia ajanjaksoja (jopa >10 v) tekee siitda huomattavan psy-
kososiaalisen ongelman yksilétasolla.

Neuropaattinen kipu aiheutetaan joko kirurgisesti tai kemialli-
sesti, riippuen tautimallista. Neuropatian ilmentyminen ja in-
tensiteetti todennetaan kayttaytymistestein, minka jalkeen oi-
reiston kehittdneille eldimille voidaan annostella tutkittavaa
ladkeainetta erilaisin véliajoin ja annostelutavoin.

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

Neuropaattinen kipu on tyypillinen oire lukuisissa erilaisissa pa-
tologisissa tiloissa, joiden esiintyvyys, todenndkdisyys, ja
yleensa myds vakavuusaste lisddntyvat elinian noustessa, mika
tarkoittaa neuropaattisen kivun yleistymista entisestaan.

Neuropatioiden taustalla olevien ilmididen ymmartaminen
edesauttaa uusien ladkkeiden entista tarkempaa kohdenta-
mista juuri kipua aiheuttaviin mekanismeihin (reseptorit,
ionikanavat).

Kaytettavat eldinlajit ja
elainmaarat

Rotta 3000, hiiri 3000

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

Eldimet tulevat kdrsimaan jonkinasteisesta kivusta, joka silti hy-
vin harvoin — jos koskaan - on intensiteetiltdan kovaa. Kayttay-
tymistestit, 1aakinta, ja mahdollinen kuvantaminen kokeen ai-
kana aiheuttavat eldimille kohtalaista haittaa. Muut toimenpi-
teet — kuten verindytteen otto anestesiassa - aiheuttavat elai-
mille lievaa haittaa. Tutkimuksen lopussa eldimet lopetetaan
histologisia tutkimuksia ja veren biomolekyylien pitoisuusmaa-
rityksia varten.

Vakavuusluokat: kohtalainen, vakava




3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Nisdkdsorganismissa toimivat monimutkaiset syy - ja seuraus-
suhteet saatelevat elion kokonaistoimintaa molekyyli- ja soluta-
solta aina monimutkaisiin kognitiivisiin ja psykofysiologisiin toi-
mintoihin. Neuropaattisen kivun mallinnuksessa ja mallien kay-
tossa tutkimuksen tydkaluina ei voida kayttaa korvaavaa mene-
telmaa, koska niin kipu kuin sen paraneminenkin on todennet-
tava kayttaytymistestein, joita ei alemmilla organismeilla ole
mahdollista tehda.

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

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

Koeasetelmat ovat standardoituja ja perustuvat yksityiskohtai-
siin mallivalidointeihin. Validointityolla varmistetaan, etta koe-
elainmalli kayttaytyy mallille kuuluvalla tavalla ilmentden oike-
anlaista tauti- ja ladkevastetta. Mallivalidaatiolla ja voima-ana-
lyysilla voidaan ennustaa ryhmakoot, jotka minimoivat eldin-
ten.

Turhia kokeita ja koeosioita valtetaan ottamalla etukateen sel-
vaa malliin mahdollisesti kuuluvista komplikaatioista ja muista
hyvinvointiin liittyvista riskeistd, jolloin esimerkiksi tarvittava
tukihoito (kuten nesteytys) voidaan suunnitella.

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?

Kaikissa hankkeen osakokeissa kaytetaan hiirta tai rottaa, joh-
tuen niiden lukuisista eduista verrattuna muihin mahdollisiin
koe-eldinlajeihin. Hiiren ja rotan hyotysuhde (eldinmaara ja tar-
vittavat resurssit suhteessa saatavaan informaatioon) on huo-
mattavan hyva johtuen niiden ominaisuuksista, kuten nisakas-
fysiologiasta ja - biologiasta, ruumiin koosta, yllapitoon ja toi-
menpiteisiin liittyvista vaateista, seka yleensa selkeista vas-
teista testattaville ladkeaihioille.

Huolellinen mallivalidaatio, koulutettu henkilékunta ja tar-
peeksi tiivis eldinten hyvinvoinnin seuranta varmentavat elai-
mille koituvan haitan minimoinnin yhdessa yllapito-olosuhtei-
den optimoinnin, kdytettavan eldinmaaran minimoinnin, mah-
dollisten kivunlievityskeinojen kaytén ja humaanien lopetuskri-
teerien avulla.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispadiva 7.4.2020. Arviointi EK 7.6.2020 — OK.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli kehittdaa uusia tehokkaita hoitomuotoja neuropaattisen kivun hoitoon
testaamalla ladkeaineiden tehoa eldinmalleissa. Muutosluvassa 1 haettiin lupaa uuden neuropaat-
tisen kipumallin pystyttamiselle (kylma-indusoitu kipumalli). Muutosluvassa 2 validoitiin kdyttoon




akuuttia kipua mallintava intraplantaari-injektio-malli. Taman mallin tarkoituksena on mahdollis-
taa neuropaattisen kivun malleja tukeva, huomattavan lyhytkestoinen malli, jonka avulla voidaan
mm. seuloa tehokkaasti potentiaalisia uusia kipuldadkkeita. Muutoslupa 3 jatkoi alkuperdisen luvan
voimassaoloa 5 kk.

Kaytettavat eldin- ja tutkimusmallit soveltuivat hyvin tahan tutkimukseen kussakin osahankkeessa:
Osahanke 1 Spinaalihermoligaatio (SNL; Spinal Nerve Ligation), osahanke 2 Iskiashermon vaurio-
mallit: Osittainen hermopinne (partial sciatic nerve ligation; PSNL) (ei kdytetty), osahanke 3 Is-
kiashermon vauriomallit: sdastava hermovaurio (spared nerve injury; SNI), osahanke 4 Iskiasher-
mon vauriomallit: iskiashermotulehdus (SIN; Sciatic Inflammation, neuritis), ja osahanke 5 Kemote-
rapia-indusoitu polyneuropatia (CIPN; Chemotherapy Induced Polyneuropathy).

Tutkimusmallit toimivat odotetusti ja niiden avulla voitiin arvioida luotettavasti testattujen laa-
keainekandidaattien tehoa. Ainoastaan osahankkeessa 2 ei kdytetty lainkaan eldimia.

2. Millaista haittaa?

Osahanke 1 oli arvioitu lupakasittelyssa haittaluokitukseltaan vakavaksi. Takautuvan arvion perus-
teella tosiasiallinen haitta oli pdaosin vakavaa. Toimenpiteet onnistuivat pdaosin suunnitellusti ja
vain muutamille eldimille aiheutui odottamatonta haittaa hyvinvoinnille. Eldimet toipuivat varsi-
naisesta toimenpiteesta hyvin, mutta 23 yksil6a lopetettiin lopetuskriteerien perusteella muuta-
man paivan kuluessa toimenpiteesta. Nama ennenaikaiset lopetukset liittyivat yleensa eldimen
auki repimiin tikkeihin ja haavoihin tai operoidun raajan puremiseen, mika on neuropatian oire.

Osahankkeessa 3 haittaluokitus oli arvioitu lupakasittelyssa vakavaksi ja tosiasiallinen haitta oli
myos vakava. 94 rottaa lopetettiin lopetuskriteerien perusteella muutaman paivan kuluessa toi-
menpiteestd. Nama yleensa ennenaikaiset lopetukset liittyivat eldimen auki repimiin tikkeihin ja
haavoihin tai operoidun raajan puremiseen.

Osahankkeen 4 haittaluokitus oli arvioitu lupakasittelyssa vakavaksi ja tosiasiallinen haitta oli myo6s
vakava. 11 rottaa lopetettiin lopetuskriteerien perusteella muutaman paivan kuluessa toimenpi-
teestd. Nama ennenaikaiset lopetukset liittyivat yleensa eldimen auki repimiin tikkeihin ja haavoi-
hin tai operoidun raajan puremiseen.

Osahankkeen 5 haittaluokitus oli arvioitu lupakasittelyssa kohtalaiseksi ja tosiasiallinen haitta oli
myos korkeintaan kohtalaista. 9 eldinta lopetettiin lopetuskriteerien perusteella. Tassa mallissa sa-
tunnaiset hyvinvointiongelmat liittyivat solumyrkky oksaliplatiiniannostelun aiheuttaman yleiskun-
non heikkenemiseen. Solumyrkyn annostelun loputtua eldimet paaasiassa toipuivat hyvin.

Muutosluvan 1 alla (kylmaindusoitu) testattiin ainoastaan yksi koe. Mallia ei saatu toimimaan halu-
tulla tavalla.

Muutosluvassa 2 validoitiin kdaytt6on akuuttia kipua mallintava intraplantaari-injektio-malli saatiin
toimimaan lupaavasti. Erityisesti AITC-injektiomalli saatiin toimimaan hyvin ja silla voidaan jat-
kossa seuloa mahdollisia ldadkeaine-aihioita ennen siirtymista pitkakestoisempiin NP-kivun mallei-
hin. Kivun kesto ja vakavuus oli arvioituna lievempaa (ei toipumista tai kohtalaista) kuin paaluvan
muut mallit. Yhtdan eldinta ei tarvittu lopettaa lopetuskriteerien perusteella.



3. 3R-mahdollisuudet

Kaikissa tutkimusmalleissa on ollut kdytossa pehmennettya rehua seka pitkanippaiset juomapullot
ja lampomattoja toimenpiteiden jalkeen. Eldimen kunnon arvioinnissa on kdytetty apuna mm. elai-
men painon putoamista, liikkkumiskykya ja yleiskunnon kehittymista. Kirurgiaan liittyen on kiinni-
tetty huomiota aseptiikkaan, leikkausmenetelmiin ja koulutukseen. Taman lisasi eldinten post-ope-
ratiivista hoitoa ja eldinten tarkkailua on kehitetty. Auennutta haavaa tikattiin uudelleen vain yh-
den kerran. Jos haava kuitenkin aukesi toisen kerran, eldin lopetettiin. Eldin lopetettiin myos, jos
eldin vahingoitti operoitua raajaa.

Muutosluvan 2 etuna oli lyhytkestoinen kivun akuutti luonne ja siita johtuva hyvin lyhyt seuranta-
aika: testit tehtiin kahden paivan sisalla, ja kipu lieventyi ja havisi arvioiden mukaan muutaman
tunnin kuluessa injektiosta. Kyse oli ohimenevasta, lyhytkestoisesta (muutamasta minuutista kor-
keintaan 24 tuntiin), ja kertaluonteisesta kivusta, ja verrattuna paaluvan osahankkeiden vakavuu-
teen on lievempi. Osa menetelmista oli kokonaisuudessaan non-invasiivisia (Laser-Doppler kuvan-
nus) ja tehtiin kokonaan anestesiassa, jonka jalkeen eldin lopetettiin. Malli tarjosi hyvan mahdolli-
suuden seuloa ldadkekandidaatteja, joilla voisi olla vaikutuksia kipumekanismeihin. Nain ollen kaik-
kia potentiaalisia ladkeaihioita ei tarvinnut testata vakavammissa pitkakestoisissa kirurgisissa mal-
leissa. Talla tavoin paaluvan alla testattujen eldinten keskimaardinen haitta oli vahaisempi.



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

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

Osahanke /
Toimenpide

Eldin-
laji

Tavoitteet saavuttami-
nen

(+/-)

Elainmaara:
Luvassa arvi-
oitu / tosiasi-
allinen

Vakavuus-
luokka:

Luvassa arvioitu
/ tosiasiallinen

Erityista aiheutettuun haittaan
liittyen: esim.

satunnainen / toistuva,

saatu vahenemaan/ loppumaan
3R-keinoin

3R-keinot: miten eldinmaaria on
voitu vahentaa tai eldinten hyvin-
vointia parantaa?

Yhteen-
veto:

Rotta +
hiiri

Tutkimusmalli soveltui
tahan tutkimukseen ja
antoi luotettavia tulok-
sia (+).

Myds tutkimuksen ta-
voitteet palveluntarjo-
ajan nakokulmasta saa-
vutettiin: Asiakastutki-
mukset suoritettiin pro-
tokollan mukaisesti (+).
Tutkimustulokset ldhe-
tetty asiakkaalle proto-
kollan mukaisesti (+).

Rotta 3000 /
2207

Hiiri 3000 /
1884

Rotta: Vakava-
1158, Kohtalai-
nen-629, Lieva-
258,

Ei toipumista-
168

Hiiri: Vakava-3,
Kohtalainen-
1523, Lieva-345,
Ei toipumista-10

Vakavimmat haitat liittyivat tut-
kimusmalliin tai leikkauksen jal-
keen tapahtuneisiin hyvinvointi-
ongelmiin, joiden syyna oli neu-
ropaattinen kipu.

Tukihoito toimenpiteiden jalkeen,
lisdlammon tarjoaminen ensimmai-
sen vuorokauden aikana.

Eldimen kunnon arvioinnissa on
kaytetty apuna mm. eldimen pai-
non putoamista, liikkkumiskykya ja
yleiskunnon kehittymista.
Kirurgiassa on kiinnitetty huomiota
aseptiikkaan, leikkausmenetelmiin
ja koulutukseen.

Eldinten post-operatiivista hoitoa ja
eldinten tarkkailua on kehitetty.
Auennutta haavaa tikattiin uudel-
leen vain yhden kerran. Jos haava
kuitenkin aukesi toisen kerran eldin
lopetettiin tai jos eldin vahingoitti
operoitua raajaa neuropatian oirei-
den vuoksi.

Osahanke
1: Spinaa-
lihermoli-
gaatio

Rotta +
hiiri

Kts. yhteenveto

Rotta: 431

Vakava-387,
Kohtalainen-10,
Lieva-26,

Ei toipumista-2

Kuolleena l6ydettyjen maara: 1
Lopetuskriteerien perusteella lo-
petettujen maara: 23.
Vakavimmat haitat liittyivat tut-
kimusmalliin tai leikkauksen jal-
keen tapahtuneisiin

Kts. yhteenveto




hyvinvointiongelmiin, joiden
syyna oli neuropaattinen kipu.

osahanke 2 | Rotta + | Tata mallia ei tehty lain- | O N/A N/A N/A
Iskiasher- Hiiri kaan.
mon vaurio-
mallit: Osit-
tainen her-
mopinne
osahanke 3 | Rotta + | Kts. yhteenveto Rotta: 829 Vakava-690, Kuolleena Ioydettyjen madra: 4 | Kts. yhteenveto
Iskiasher- Hiiri Kohtalainen- Lopetuskriteerien perusteella lo-
mon vaurio- 100, Lieva-3, petettujen maara: 103
mallit: saas- Ei toipumista-48 | Vakavimmat haitat liittyivat tut-
tava hermo- kimusmalliin tai leikkauksen jal-
vaurio keen tapahtuneisiin hyvinvointi-
ongelmiin, joiden syyna oli neu-
ropaattinen kipu.
osahanke 4 | Rotta + | Kts. yhteenveto Rotta: 98 Vakava-81, Koh- | Kuolleena l6ydettyjen maara: 0 | Kts. yhteenveto
Iskiasher- Hiiri talainen-0, Lopetuskriteerien perusteella lo-
mon vaurio- Lieva-17 petettujen maara: 11
mallit: is- Vakavimmat haitat liittyivat tut-
kiashermo- kimusmalliin tai leikkauksen jal-
tulehdus keen tapahtuneisiin hyvinvointi-
ongelmiin, joiden syyna oli neu-
ropaattinen kipu.
osahanke 5 | Rotta + | Kts. yhteenveto Rotta: 279 Vakava-3, Koh- | Mallissa oli hyvin vahan hyvin- Eldimen kunnon arvioinnissa on
Kemotera- | Hiiri Hiiri: 1774 talainen-1666, vointiongelmia. Paivittdisen hy- | kadytetty apuna mm. eldimen pai-
pia-in- Lieva-371, ei toi- | vinvointitarkkailun avulla yleis- non putoamista, liikkkumiskykya ja
dusoitu po- pumista-10 kunnon heikkeneminen havait- | yleiskunnon kehittymista.
lyneuropa- tiin ajoissa.
tia
Muutoslupa | Hiiri Tutkimusmalli ei toimi- | Hiiri: 18 Kohtalainen 12, | Yksittaisessa kokeessa ei ha-
1 Kylma-in- nut kuten odotettiin (-) lieva 6 vaittu hyvinvointiongelmia.
dusoitu
neuropaat-

tinen kipu




Rotta +
Hiiri

Muutoslupa
2 intrap-
lantaari-in-
jektio-malli
(akuutti ki-
pumalli)

Kts. yhteenveto

Rotta: 570
Hiiri: 92

Vakava-0, Koh-
talainen-364,
Lieva-180, ei toi-
pumista-118

Malli aiheutti eldimille kipua ka-
palan pohjaan, mutta sen etuna
oli kivun akuutti luonne ja siita
johtuva

hyvin lyhyt seuranta-aika: testit
tehtiin kahden paivan sisalla, ja
kipu lieventyi ja havisi arvioiden
mukaan muutaman tunnin
kuluessa injektiosta.

Osa mallin kokeista pystyttiin to-
teuttamaan terminaalianestesiassa
ilman toipumista, jolloin elaimen
kokema haitta jai vahaiseksi.

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
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Aikaisempi paatepiste X X X -
Riittava koulutus ja perehdytys X X X -
Validaatiot ja pilotointi X X - -




YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Imusuonten merkitys sydan- ja verisuonisairauksissa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Imusuonet, lipoproteiiniaineenvaihdunta, ateroskleroosi

Hankkeen tarkoitus

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

Ympadristonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Kylla

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

Hankkeen tavoitteena on selvittda, miten imusuonten heiken-
tynyt toiminta vaikuttaa lipoproteiiniaineenvaihduntaan seka
valtimokovettumataudin ja sydaninfarktin kehittymiseen. Ta-
man lisaksi pyritaan selvittamaan, voidaanko imusuonten puu-
toksesta aiheutuvia mahdollisia haittavaikutuksia hoitaa geeni-
terapian avulla.

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

Hankkeella voidaan saada merkittavaa lisatietoa imusuonten
merkityksesta lipoproteiinien aineenvaihdunnassa seka valti-
mokovettumataudin kehittymismekanismeista. Hankkeessa py-
ritdan kehittdmaan myos uusia hoitomuotoja.

Kaytettavat eldinlajit ja
elainmaarat

Hiiri, 2830 eldinta

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

Eldimille koituu haittaa paastotuksesta, ndytteenotoista, kuvan-
tamisista, tutkittavien aineiden annosteluista seka kirurgisista
operaatioista seuraavasta tautitilasta.

Vakavuusluokat: kohtalainen

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Muuntogeenisilla hiirilla saadaan aikaan haluttu monimutkai-
nen taudinkuva, jota olisi mahdotonta mallintaa muilla mene-
telmilla.

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

Tutkimuksessa kdytetaan sisasiittoisia muuntogeenisia hiirikan-
toja, joiden perima on ldhes identtinen. Nain minimoidaan tu-
losten hajonta. Taman lisaksi kokeiden uusimisen tarvetta va-
hennetdan pitamalla ryhmakoot tarpeeksi suurina, jotta var-
mistetaan luotettavien tulosten saaminen. Eldimistd maarite-
tadn ensin niiden perusaineenvaihduntaa ja sen jalkeen suori-
tetaan hoitokokeet, jotta saadaan mahdollisimman laajasti tut-
kimustuloksia aiheuttamatta kuitenkaan suurta karsimysta.

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 ja b) Muuntogeeninen hiiri mallintaa hyvin ihmisen sairautta,
koska silla on kehittynyt monimutkainen sydan- ja verenkier-
toelimisto.

c) Eldimille aiheutettu haitta minimoidaan kayttamalla mahdol-
lisimman ei-invasiivisia menetelmia (esim. kuvantaminen) seka
kayttamalla tehokkaita anesteetteja ja kivunlievitysta. Turvo-
tuksesta aiheutunut haitta pyritdadan minimoimaan kayttamalla




kokeissa mahdollisimman nuoria imusuonivajaatoimintaisia hii-
rid. Turvotuksen kehittymista seurataan pisteytyksen avulla (ks.
Liite 2.), jolloin muutokset huomataan nopeasti. Kokeissa on
kaytossa lopetuskriteerit, joiden tayttyessa eldin poistetaan ko-
keesta. Kaikki toimenpiteet toteutetaan koulutettujen henkil6i-
den toimesta, jolloin eldimille aiheutettu haitta on minimoitu.

Hankkeesta ei tehdi / tehdiin KYLLA
takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 23.11.2020. Arviointi 25.11.2020 EK: OK.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Sepelvaltimotauti on yksi merkittavimmista sydan- ja verisuonisairauksista lansimaissa ja siihen
kuolee vuosittain yha noin 10 000 suomalaista. Yleisin sepelvaltimotaudin aiheuttaja on valtimon-
kovettumatauti eli ateroskleroosi, jossa kolesterolia kertyy valtimoiden seinamiin. Taman hank-
keen tavoitteena oli selvittaa imusuonten vajaatoiminnan merkitysta ateroskleroosin kehittymi-
sessa ja etenemisessa.

Imusuonistolla on todettu olevan merkittava rooli rasvojen imeytymisessa ruoansulatuselimis-
tostd, mutta yhteytta verisuonisairauksien kehittymiseen ei oltu laajamittaisesti tutkittu. Atero-
skleroosi ja sepelvaltimotauti voivat johtaa vaikeisiin komplikaatioihin kuten sydaninfarktiin, jossa
akillinen hapenpuute aiheuttaa vaurioita sydanlihaksessa. Hankkeessa pyrittiin myos selvittamaan
imusuoniston merkitysta sydaninfarktista palautumisessa, sydaninfarktia mallinnettiin hiirilla sy-
danlihasiskemiaoperaatiolla.

Tassa hankkeessa kaytettiin mm. muuntogeenisia hiirikantoja, joille kehittyy ateroskleroosin lisaksi
my0s imusuoniston vajaatoiminta. Ndissa hiirikannoissa myds veren rasva-arvojen suhteet on
saatu muistuttamaan ldheisesti ateroskleroosista karsivan potilaan vastaavia arvoja, joten ne mal-
lintavat hyvin ihmisen sairautta. Taman lisaksi hiirilla on muutoksia imusuoniston kehityksen ja yl-
lapidon kannalta tarkedssa VEGFR3-geenissa, joten nailla hiirilla on vajavaisesti toimiva imu-
suonijarjestelma.

Hankkeen tavoitteisiin paastiin hyvin, ja hanke oli osana kahta julkaistua vaitoskirjaa ja hankkeen
pohjalta julkaistiin my6s tieteellinen julkaisu. Lisdaksi hankkeen pohjalta on valmistumassa kaksi
toistaiseksi julkaisematonta tieteellista julkaisua ja kolmas vaitoskirja. Hanke antoi siten merkitta-
vaa uutta tietoa imusuonten roolista ateroskleroosin kehittymisessa ja imusuonten merkityksesta
sydaninfarktista palautumisessa.

Sydan- ja verisuonitauteihin liittyvien kaikkien aspektien ja kudosten yhteisvaikutusten tutkimi-
seen tarvitaan kehittynyt verenkiertoelimistd. Muuntogeenisilla hiirilld saadaan aikaan haluttu mo-
nimutkainen taudinkuva, jota olisi mahdotonta toistaiseksi mallintaa muilla menetelmilla. Kaytetyt
muuntogeeniset hiirimallit, joiden rasva-arvoja saatiin muokattua lisda ruokavaliolla, mahdollisti-
vat geenimuunnosten vaikutusten kokonaisvaltaisen tutkimisen, ja sydaninfarktia mallintavat hii-
ret antoivat merkittavaa uutta tietoa sydaninfarktin kehittymisesta heti infarktin jalkeen.



2. Millaista haittaa?

Akuutin sydaninfarktin mallintamiseen toivottiin kiinnitettavan erityisesti huomiota takautuvassa
arvioinnissa. Sydanlihasiskemiaoperaatiota kaytettiin tdassa tutkimuksessa mallintamaan ihmisen
akuuttia sydaninfarktia ja siitd seuraavaa sydanlihaksen hapenpuutetta. Hiiret nukutettiin inhalaa-
tioanestesialla ja sydanlihasiskemia aiheutettiin ligatoimalla vasen laskeva sepelvaltimo pysyvasti
(Gao et al., 2010 mukaan), mika pysadyttaa veren virtaamisen vasemman kammion karkeen. Ope-
raatio toteutettiin ilman intubaatiota rintaontelon lapi ja sen vuoksi se on toteutettava hyvin no-
peasti (avanteen avaaminen ja sulkeminen ja niiden valissa tehtadva ligaatio kestdaa 30—40 sekun-
tia/eldin). Hiiret saivat kahta eri kipulddketta heti operaation yhteydessa ja operaation jalkeisina
pdivina. Toinen kipuldakitys aloitettiin jo 30—45 min ennen operaatiota. Nopeasta operoinnista ja
kipulaakityksesta huolimatta toimenpide on voinut aiheuttaa hiirille kohtalaista haittaa, joten toi-
menpiteen tosiasiallinen vakavuusluokka on kohtalainen.

Muissa luvalla olevissa toimenpiteissa eldimille aiheutettu tosiasiallinen haitta arvioitiin padsaan-
toisesti lievaksi haitaksi (mm. metaboliakokeiden yhteydessa annetut injektiot, paastotukset ja ve-
rindytteiden otot, sekad kuvantamiskerrat). Kun haitta naissa kokeissa arvioitiin kohtalaiseksi (mm.
toimenpiteet, joihin kuului toistuvia verindytteenottoja saman paivan aikana ja radioleimattujen
partikkelien annostelua), kyseiset toimenpiteet olivat terminaalisia eli koettu haitta oli vain lyhyt-
kestoista. Toistuvissa verindytteenotoissa eldimet voivat kuivua, joten useita verindytteita vaati-
vien toimenpiteiden jalkeen hiirille annettiin lisdnesteytysta ja/tai glukoosia. Yleisesti inhalaa-
tionukutus oli hyvin siedetty ja eldimet herdsivat siitd nopeasti. Verindytteenotossa kaytettiin suo-
siteltuja annosmaaria, lisdksi verindytteenotoissa on nykydaan paremmin huomioitu hiirten yleis-
vointi ja koko, eli verindytetta ei oteta pieneltd tai huonovointiselta hiirelta.

Tiedetyn hyvinvointiongelman omaavien hiirikantojen yllapitoeldaimia jouduttiin lopettamaan hy-
vinvointiongelman kehittyessa ja lopetuskriteerien tayttyessa alle 10 (yllapitoeldimia talla luvalla
ollut noin 800). Eldintenhoitajien kanssa yhdessa kehitetty hyvinvointiongelman seurantataulukko
on toiminut hyvin ja yllapitohiiria on kaytetty tarkoitukseensa nuorena, jolloin ne on voitu lopettaa
ennen hyvinvointiongelman kehittymistad kohtalaista haittaa aiheuttavaksi. Toimenpiteiden tosiasi-
allinen haitta vastasi melko hyvin arvioitua haittaa, eika yllattavia tapahtumia tullut.

3. 3R-mahdollisuudet

Hankelupa haettiin 2830 hiirelle, mutta luvalle lisattiin eldintietojarjestelmaamme neljan vuoden
aikana vain 1435 hiirta. Taten olemme voineet vahentaa kaytettya hiirimaaraa puoleen suunnitel-
lusta 3R-periaatteiden mukaisesti. Tama on tapahtunut kayttamalla tarkkaa suunnittelua paritus-
ten ja tutkimusryhmien valitsemisessa, seka maksimoimalla yhdesta hiiresta saatava informaatio.
Yhteensa vakavuusluokitus on merkitty 726 hiirelle, eli tdma on tosiasiallinen haittaa kokenut
eldainmaara. Loput 705 ovat yllapidon takia luvalle syntyneitd, mutta eivat ole kokeneet haittaa
eika niitd ole kaytetty tutkimukseen. Haittaa kokeneista eldimistd vakiintuneen kannan yllapitoon
on kaytetty 192 eldinta (joista GS3 160 kpl). Vakavaa haittaa ei kokenut yksikdan eldin, kohtalaista
haittaa 226, lievaa 460 ja ei palautumista 40 eldinta. Kohtalaista haittaa kokeneista 5 oli |6ydetty
kuolleena (kaikki sydaninfarktin jalkeen, kipuldakitys voimassa), lopetettu sairaana oli 6 hiirta (GS3
hiirid) ja loput oli lopetettu tutkimuskayton paattyessa. Kohtalaista haittaa kokeneista valtaosa on
kaytetty sydaninfarkti- (117 kpl) ja geenihoito -kokeisiin (noin 10 kpl). Loput kohtalaista haittaa ko-
keneista on kdytetty aineenvaihduntakokeisiin.



Eldinten kayton tilalle ei valitettavasti ole viela tarjolla tarpeeksi kokonaisvaltaista mallia, joka vas-
taisi sydan- ja verisuonisairauksien tutkimustarpeisiin. Hankkeen aikana myos eldinten hyvinvoin-
tia on haluttu parantaa ja menetelmia kehittada eri keinoin. Mm. akuuttia sydaninfarktia mallinta-
vassa operaatiossa, joka tapahtuu inhalaatioanestesiassa (isofluraanilla, induktio 4 %, yllapito 2—
2,5 %) ja johon on luvalle merkitty kivunlievityksena heti operaation jalkeen seka Rimadylia
(karprofeeni 5 mg/kg) etta Temgesicia (buprenorfiini 0.05—0.1 mg/kg) ihon alle, siirryttiin ELLA:n
suositusten mukaan antamaan Temgesicia ihon alle jo 30-45 minuuttia ennen operaatiota, mika
oletettavasti vahensi hiirten kokemaa tuskaa lisdéamatta kuitenkaan kuolleisuutta. Rimadyl annet-
tiin yha heti operaation jalkeen. Lisaksi molempia kipuldakityksia annettiin kahtena operaation jal-
keisena paivana, Rimadylia 1 krt. pdivassa ja Temgesic 2 krt. paivdssa. Buprenorfiinin annostusta
voisi edelleen kehittda antamalla sen ruokaan sekoitettuna (voluntary intake), taman on osoitettu
mahdollistavan pidempikestoisemmat ja vakaammat ladkeaineen plasmapitoisuudet ja lisaksi laa-
keaineen anto aiheuttaa ndin vihemman stressia. Tama tulisi kyseeseen erityisesti pre-op. vai-
heessa ja operointipdivan jalkeen. Tata annostelutapaa tullaan pilotoimaan tutkimusryhmas-
samme jo voimassa olevilla hankeluvilla ja sen soveltuvuus tdhan malliin arvioidaan myohemmin.

Osa eldimista ei selvinnyt sydaniskemiaoperaatiosta, vaan kuoli toimenpiteen aikana, mutta jos
eldin selvisi operaatiosta, se padsaantoisesti selvisi seurannan loppuun (seka 8 paivan lyhytaikais-
ettd 42 pdivan pitkaaikaisseurannassa). Noin 10 % kuoli tai taytyi lopettaa operaation jalkeisina
paivina. Tilastoinnin mukaan naista 5 eldinta on loydetty kuolleena sydaniskeamiaoperaation jal-
keen, loput on lopetettu Humane End Point -kriteerien taytyttya (alle 10 hiirta). Operoituja eldimia
seurataan operaatiopdivana ja sen jalkeisina paivina vahintaan kolme kertaa paivassa (yleinen
vointi ja aktiivisuus, kivun merkit). Kuolleena loydetyt eldimet ovat padsaantoisesti kuolleet yoai-
kana, jolloin niita ei ole voitu seurata. Jatkossa eldimia on seurattava viela tarkemmin ja sellaiset
elaimet lopetettava herkemmin, joiden toipuminen operaation jalkeen on hidasta ja joiden ei us-
kota selviavan kokeen loppuun.

Kuolleisuuteen operaation aikana vaikuttaa suurelta osin hiiren taustakanta, eli ateroskleroosi-
taustaisilla hiirilla (LDLRko/Apob100/100) kuolleisuus oli suurempaa (n. 40 %) kuin C57BL-taustai-
silla hiirilla (n. 20 %), todenndkoisesti koska ateroskleroositaustaisten hiirten suurempi rasvapro-
sentti pidentda operaation kestoa ja aiheuttaa sydamelle lisdrasitusta. Operaation jalkeen para-
nemisvaiheessa kuolleet hiiret olivat Iahinna imusuonipuutteisia hiiria (90 % kuolleista oli imu-
suonipuutteisia), mika liittyy tutkimuskysymykseen ja tutkimustulokseen, eli imusuonipuutteiset
hiiret paranevat sydaninfarktista huonommin, ei itse toimenpiteen toteutukseen. Temgesic-kipu-
l[adkityksen aloittaminen ennen operaatiota ei merkittavasti vaikuttanut kuolleisuuteen.

Kayttamamme hiirimaarat olivat vain puolet hankeluvalle merkityista eldinmadrista, joten olemme
uudelle hankeluvalle vahentaneet hankkeessa tarvittavien hiirten maaraa. Hiirimaaran vahenemi-
sen mahdollisti mm. se, etta keradmme mahdollisimman paljon dataa per hiiri tehokkaasti myos
non-invasiivisilla menetelmilld, kuten kuvantamalla.

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 / Eldin- | Tavoitteet | Elainmaara: | Vakavuus- Millaista vakavin haitta 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu vahentaa tai
Toimenpide | laji saavutta- | Luvassa arvi- | luokka: oli? eldinten hyvinvointia parantaa?
minen oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | Oliko toistuva, mallista ai- | Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jatkossa vahen-
(+/-) allinen / tosiasiallinen | heutuva vai satunnainen tamaan?
Tiedetyn hy- | hiiri + Luvassa arvi- | Luvassa arvi- Vakavin haitta kohtalai- Tosiasiallinen maara voi olla hieman alakanttiin tilas-
vinvointion- oitu maara oitu: lievda / To- | nen, satunnainen. Pddasi- | tointitavasta johtuen: jos eldinta on kaytetty seka tut-
gelman 540 / tosiasi- | siasiallinen: asiallisesti vain kdytetysta | kimukseen etta yllapitoon, on se kuitenkin ensisijai-
omaavien hii- allinen maara | lieva 159, kohta- | hiirimallista aiheutuvaa sesti tilastoitu tutkimuskayttotarkoituskoodilla.
rikantojen yl- haitallisen lainen 1. lievaa haittaa. Eldinten haitallisen fenotyypin seuraamiseksi on luotu
l[apito genotyypin yhdessa eldintenhoitajien kanssa pisteytystaulukko,
omaavia hii- joka helpottaa oireiden kehittymisen seuraamista idn
ria 160. myota. Eldimet lopetettiin padsaantoisesti hyvissa
ajoin siten, etta eldaimen kokema haitta jai lievaksi.
Metabo- hiiri + Luvassa arvi- | Luvassa arvi- Paasaantoisesti aiheutu- Toistuvissa verindytteenotoissa eldimet voivat kuivua,
liatutkimus ja oitu maara oitu: lieva ja nut haitta oli lievaa. Vaka- | joten useita verindytteita vaativien toimenpiteiden lo-
imusuonis- 480/ tosiasi- | kohtalainen / vin aiheutunut haitta oli puttua hiirille annettiin lisdnesteytysta ja/tai glukoo-
toonliittyva allinen maars | tosiasiallinen: kohtalaista, sitd aiheutta- | sia. Verindytteenotossa kaytettiin suositeltuja annos-
perustutki- 400. lieva ja kohtalai- | vat aineenvaihduntako- maaria, lisdksi verindytteenotoissa on nykyaan pa-
mus nen. keet olivat lyhytkestoisia remmin huomioitu hiirten yleisvointi ja koko, eli veri-

ja terminaalisia.

ndytetta ei oteta pienelta tai huonovointiselta hii-
relta. Toimenpiteet, joista arvioitiin aiheutuneen koh-
talaista haittaa, olivat kuitenkin lyhytkestoisia ja ter-
minaalisia.




Sydaninfark- | hiiri +

titutkimus

Arvioitu
maara 200/
tosiasiallinen
maara 120.

Luvassa arvi-
oitu: kohtalai-
nen, tosiasialli-
nen: kohtalai-
nen.

Sydanlihasiskemia aiheut-
taa kohtalaista haittaa,
vaikka tutkimuksessa kay-
tetdan tehokasta kipulaa-
kitysta.

Hankkeessa kaytettiin tehokkaampaa kipuldakitysta
kuin mita hakemuksessa alun perin kuvailtiin. Ennen
sydanoperointia annosteltavien kipuldakitysten aja-
teltiin lisddvan elainten kuolleisuutta, joten luvassa
kuvattiin kipulaakitys annettavaksi vasta operoinnin
yhteydessa eldimen ollessa anestesiassa. Tasta huoli-
matta koe toteutettiin siten, ettd nopeavaikutteinen
kipuldakitys annettiin 30—45 min ennen varsinaista
operointia ja sen annostuskertoaja lisattiin myos pos-
toperatiivisessa hoidossa ja vain hitaampivaikutteinen
ja pitkakestoinen kipuldakitys annettiin operoinnin
yhteydessa. Kuolleisuus ei lisdantynyt, mutta kipulaa-
kityksen tehokkuus parani. My6s eldinten postopera-
tiivinen tarkkailu tehostui, kun eldinten paivittaiset
tarkastelut lisdantyivat kipuldaakityskertojen lisdaanty-
misen vuoksi.

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 hyédyntaa hankelupalautakunnan toiminnassa tai laajemmin.

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkeja)

Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Aikaisempi paatepiste

Lyhyempi seuranta-aika

Pesamateriaali

Lisdlampo operoinnin jalkeen

x| X

Aikaistettu kipuldakitys

Lisanesteytys

XXX |[X|X|X

XXX [X|X|X

XX | X[ X




YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Keskushermoston suojaus sydan- ja aorttakirurgiassa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Sydan, keskushermosto, sydankirurgia, suojaus, sydankeuhko-
kone

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla

Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla

Lakisdaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ympadristonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

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

Tutkimustemme tavoitteena on kehittaa aivojen, selkdaytimen
ja syddmen suojaamiseen kaytettavia uusia menetelmia, joilla
voidaan vahentaa vaativaan sydankirurgiaan liittyvia kompli-
kaatioita. Lisaksi tutkimme iskemia-reperfuusiovaurion meka-
nismeja ja pyrimme lieventamaan siita aiheutuvia haittoja. Iske-
mia-reperfuusiovauriolla tarkoitetaan niita haitallisia solutason
tapahtumia, jotka syntyvat verenkierron palautuksen jalkeen ja
pahentavat jo verenkierron- tai hapenpuuteen jo aiheuttamaa
soluvauriota. Iskemia-reperfuusiovaurio aiheuttaa merkittavia
kudos- ja soluvaurioita verenkierron palautumisen jalkeen.

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

Tutkimustuloksemme ovat siirrettavissa helposti ihmistutki-
muksiin ja sitd kautta kaytantoon potilaiden hoidossa. Parem-
mat keskushermoston suojausmenetelmat vahentavat operaa-
tioihin joutuvien potilaiden neurologisia komplikaatioita, inhi-
millista kdrsimysta ja hoitokustannuksia.

Kaytettdvat eldinlajit ja eldin-
maarat

Sika, 270




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

Eldimille aiheutuu haittaa syddmeen kohdistuvasta kirurgisesta
toimenpiteesta ja siita seuraavista motorisista hairidista. Por-
saat lopetetaan toimenpiteen ja/tai seurannan jalkeen.

Vakavuusluokat: Ei toipumista, vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Tutkimuksessa ei voida hyddyntaa eldainkokeettomia
menetelmia, johtuen tutkimusmallin monimutkaisuudesta.
Porsasmalli on seka verenkiertoelimiston fysiologialta etta ana-
tomialta hyvin samankaltainen ihmisen kanssa. Tama mahdol-
listaa tutkimustulosten siirrettavyyden kliinisiin tutkimuksiin ja
kaytantoon.

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

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

3. Parantaminen - Refinement

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

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

Porsaan verenkiertoelimiston anatomia ja fysiologia ovat hyvin
lahelld ihmisen vastaavia. Eldinmalli on paras, koska tulokset
ovat helposti sovellettavissa kaytannon potilashoitoon. Kaytta-
massamme koe-eldinmallissa pyrimme huomioimaan kaikin
mahdollisin tavoin eldgimen hyvinvoinnin. Esilddke annetaan jat-
koletkun ja neulan avulla porsaan niskaan eldaimen ollessa va-
paana karsinassa. Pitka jatkoletku mahdollistaa sen, etta porsas
saa liikkua vapaasti injektion aikana. Talloin injektio voidaan
my0s antaa hitaammin, mika vahentaa yksittdisen lihakseen
annosteltavan injektion kivuliaisuutta. Yleisanestesiassa eldimia
hoidetaan kuten ihmispotilaita ja leikkauksen jalkeinen kipulaa-
kitys on riittavaa ja runsasta hyvien hoitokdytantdjen mukai-
sesti.

Eldimen heraamisen jalkeen toipumista heraamossa seuraa lapi
yon aina tutkija. Porsas siirretddan omaan karsinaan vasta kun se
on kunnolla herannyt. Tarvittaessa kaytetaan ylimaaraista lam-
polahdettd. Porsaiden alla pidetdaan pehmustetta makuuvam-
mojen valttamiseksi.

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

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA




TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 26.2.2021. Arviointi EK 26.2.2021: OK.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Vaikeiden synnynndisten sydanvikojen, aortan kaaren seka laskevan aortan korjauksissa joudutaan
joskus pysayttamaan tai heikentamaan aivojen tai selkdaytimen verenkiertoa. Tahan liittyy
huomattavien neurologisten komplikaatioiden vaara. Laskemalla keskushermoston lampétilaa voi-
daan aineenvaihduntaa ja hapenkulutusta voidaan vahentaa. Usein monimutkaiset aortan

kaaren korjausleikkaukset vaativat kuitenkin pidemman ajan mihin pelkka lampé6tilan lasku antaisi
suojan, joten tutkimuksillamme pyrimme lI6ytdmaan keinoja pidentdaa hypotermisen verenkierron
pysaytyksen turvallista aikaa. Olemme laajentaneet tutkimuksiamme niin, ettd pyrimme tutkimaan
ja léytamaan keinoja myos selkaytimen ja sydamen suojaukseen. Laskevan rinta-aortan ja vatsa-
aortan korjausleikkauksien pelatyin komplikaatio on alaraajojen halvaantuminen.

Tutkimustemme tavoitteena on kehittaa aivojen, selkaytimen ja sydamen suojaamiseen kaytetta-
via uusia menetelmia, joilla voidaan vahentaa vaativaan sydankirurgiaan liittyvia komplikaatioita.
Lisaksi tutkimme iskemia-reperfuusiovaurion mekanismeja ja pyrimme lieventamaan siitd aiheutu-
via haittoja. Iskemia-reperfuusiovauriolla tarkoitetaan niita haitallisia solutason tapahtumia, jotka
syntyvat verenkierron palautuksen jalkeen ja pahentavat jo verenkierron- tai hapenpuuteen jo ai-
heuttamaa soluvauriota. Iskemiareperfuusiovaurio aiheuttaa merkittavia kudos- ja soluvaurioita
verenkierron palautumisen jalkeen

Osahanke 1: Esialtistavan raajaiskemian kaytto selkaytimen suojauksessa. Krooninen sarja (sisal-
tden myds muutosluvan)

Tavoitteena oli selvittda, etta vahentdako esialtistavan raajaiskemian kaytto alaraajojen halvaantu-
mista laskevan rinta-aortan korjausleikkauksen yhteydessa. Ensin ilman aortansulkua ja sitten
25min aortan sulun jalkeen. Totesimme suotuisan vaikutuksen post-operatiivisessa paranemi-
sessa, tavoitteessa siis onnistuttiin. Kaytetty koe-eldinmalli sopi erinomaisesti tarkoitukseen.

Osahanke 2: HIF-mimeetin kdytté sydamen suojaamiseen. Akuutti sarja

Tavoitteena oli selvittaa ladkkeellisen HIF-mimeetin vaikutuksia sydamen suojaamisen vasemman
kiertdavan sepelvaltimon sulun aikana. Tutkimus oli akuutti eika sikoja heratetty,silla tutkimme vain
akuutin kudosvaurion muodostumista. Totesimme tutkimuksessa suotuisan vaikutuksen, kaytetty
eldainmalli oli sopiva tarkoitukseen.

Osahanke 3: Q10-arvon maaritys ja esialtistava raajaiskemia. Akuutti sarja

Tutkimuksen tavoitteena oli selivttaa, etta lisddko esialtistava raajaiskemia turvallista hypotermi-
sen verenkierron seisautuksen kestoa laskemalla aivojen aineenvaihduntaa eri [amp6étiloissa. Ky-
seessa oli akuutti malli, jossa siat olivat terminaalianestesiassa. Tutkimuksess todettiin suotuisa
vaikutus, akuutti malli oli tdhan tilanteeseen sovelias.

Osahanke 4: Intermittoivan hypotermisen verenkierron pysaytyksen kaytté keskushermoston ja
syddamen suojauksessa

Taman osahankkeen alla tehtiin lopulta kaksi eri tutkimusta, ensin intermittoivan hypotermisen
verenkierron pysaytyksen kautta ja toiseksi teimme osahankkeen 3 kroonisen mallin, jossa



laskettiin Q10-arvoa ja selvitettiin myos neurologista toipumista. Totesimme molemmissa tutki-
muksissa suotuisat vaikutukset. Krooniset mallit olivat elintarkeitd neurologisen toipumisen selvit-
tamiseksi.

Osahanke 5: Esialistivan raajaiskemian ja selektiivisen aivoperfuusion kaytto selkaytimen suojauk-
sessa. Krooninen sarja.

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittda, ettad suojaako esialtistava raajaiskemia selektiiviseen aivo-
perfuusion liittyvalta selkdytimen hapenpuutteelta. Suojausvaikutukset jaivat lopulta vahaiseksi,
mutta saimme elintarkeaa tietoa selkdytimen ja viskeraalielinten kyvysta sietaa lievassa hypoter-
miassa tapahtuvaa hapenpuutetta. Krooninen malli oli tahan tarkoitukseen sopiva.

2. Millaista haittaa?

Osahankkeet 1, 4 ja 5 olivat haittaluokaltaan vakavia, osahankkeissa 2 ja 3 oli terminaalianestesia,
joten haittaluokka on ei toipumista.

Osahankkeissa 1 ja 5 haittaluokka oli vakava. Porsaat saivat selkdydinvaurioita, joiden seurauksena
liikkkuminen ja virtsaaminen vaikeutuivat, sen vuoksi virtsakatetri asetettiin vatsanpeitteiden lapi jo
operaation aikana. Tosiasiallinen haitta oli oletetun kaltainen ja tutkimuksen kannalta tarkea. Lo-
petuskriteereihin jouduttiin turvautumaan osahankkeen 1 kohdalla kuudesti ja osahankkeen 5
kohdalla 12 kertaa. Tama tulos ei varsinaisesti yllattanyt.

Osahankkeessa 4 haittaluokka oli myds vakava, mutta |6yddkset olivat huomattavasti miedompia
kuin osahankkeissa 1 ja 5. Ensimmaisessa tutkimuksessa kaikki porsaat toipuivat kohtalaisen nope-
asti, lievaa hidastuneisuutta ja sekavuutta lukuun ottamatta, yhtakaan sikaa ei tarvinnut lopettaa
kriteerien perusteella ennenaikaisesti. Toisessa osassa tutkimusta esiintyi kaksi aivoinfarktia, myds
sy0Ominen ja juominen olivat osalla sioista huonompia. Lopetuskriteereihin jouduttiin turvautu-
maan kolmen sian kohdalla. Yllatyksia ei tullut.

3. 3R-mahdollisuudet

Vaihtoehtoisia menetelmia talle tutkimukselle ei ole, silla tutkimuksemme ovat ns. prekliinisia tut-
kimuksia, joissa tutkimme pienilla koe-eldimille aiemmin todettuja menetelmia ennen kuin niita
voidaan siirtaa ihmistutkimuksiin. llman tata valiporrasta ihmiset voisivat altistua tarpeettomille
hoitomenetelmille. Toimenpiteiden toteuttamistapaa olemme koko ajan kehittdneet 20 vuoden
aikana sujuvammaksi ja vdhemman vahingoittavaksi, avoleikkaukset on edelleen tehtava, jotta
pystymme vastaamaan ihmisille tehtavia toimenpiteita. Inhimillisia lopetuspisteita ei voi tasta
enaa juurikaan aikaistaa, silla meidan on nahtava kliinisesti, etta millaisia vaurioita hapenpuute ai-
heuttaa ja my6s saada kudosvauriosta patologinen analyysi. Kudosvaurion kehittymiseen menee
kuitenkin aikaa. Tutkimusryhmien vilille on saatava eroja, ja toimenpiteiden tulee aiheuttaa palau-
tumattomia vaurioita, jotta vertailu ryhmien valilla on mahdollista. Eldainmaarat ovat talla hetkella
niin minimaaliset kuin tilastollisesti voidaan toteuttaa. Nykyinen eldinmaarakin altistaa osittain
tyypin 2 tilastolliselle virheelle, silld ndin vahalld eldinmaaralla ei ole helppoa saavuttaa tilastollista
merkitsevyytta ryhmien valilla. Olemme maksimoineet eldimista saatavan hyddyn ottamalla useita
kudosnaytteita sekd verindytteits, joita voidaan hydodyntaa myos jalkikateen.

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 kdayttomaarat eri vakavuusluokissa seka
kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa. Katso vakavuusluokittelun kriteerit: ase-
tus 564/2013 Liite 3.

Osahanke | Eldinlaji | Tavoitteet | Eldinmadara: | Vakavuus- Millaista vakavin haitta oli? | 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu vdihentaa tai
/ Toimen- saavutta- | Luvassa arvi- | luokka: Oliko toistuva, mallista ai- eldinten hyvinvointia parantaa?
pide minen oitu / tosiasi- | Luvassa arvi- heutuva vai satunnainen Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jatkossa vahen-
(+/-) allinen oitu / tosiasi- tamaan?
allinen
1 sika + 120/53 vakava/vakava | toistuva, mallista aiheutuva | Haittaa vahennettiin virtsakatetrilla, toistuvilla sy6-
selkaydinvaurio eri astei- toilla, nesteytykselld, pehmeilla patjoilla.
sena
2 sika + 45/19 ei toipu- Ainoa haitta on esiladkepis- | Eldinmaaria ei voida enaa tasta vahentaa tai hyvin-
mista/ei toipu- | tos vointia parantaa.
mista
3 sika + 70/22 ei toipu- Ainoa haitta on esiladkepis- | Eldinmaaria ei voida enda tasta vahentaa tai hyvin-
mista/ei toipu- | tos vointia parantaa.
mista
4 sika + 80/55 vakava/vakava | aivoinfarktin aiheuttama Eldinmaaria voitiin vahentaa kirurgisella taidolla, jol-
liikkkumisongelma, mallista loin eldimia ei mene hukkaan, lisdksi hypotermisen
johtuva. verenkierron pysdytyksen aika oli sopiva vaurioiden
kannalta.
5 sika + 90/36 vakava/vakava | Selkdydinvauriosta johtuva | Virtsakatetri, nesteytys, syotot, pehmea patja, tarkka

alaraajojen liikkkumatto-
muus, virtsaumpi. Mallista
johtuvaa.

seuranta. Eldinmaaraa vahennettiin kirurgisella tai-
dolla, mika vahensi eldinhukkaa.




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

Kaytetty 3R-keino (alla esimerkkeja)

Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Aikaisempi paatepiste

Lyhyempi seuranta-aika

Pesamateriaali

Lisdldampd operoinnin jalkeen

Totuttaminen

X | X | X

X[ X | X

X [X|X|X [X




YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Sydamen vajaatoimintamallit uusien ladkeaineiden kehityksessa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Sepelvaltimotauti, verenpainetauti, sydaninfarkti, vajaatoiminta

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

Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei
Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

Tassa tutkimushankkeessa tutkitaan uusia ladkkeellisia hoitomuo-
toja sydamen vajaatoiminnan hoitoon. Infarktinjalkeista sydanli-
haksen rajallista paranemiskykya (regeneraatio) yritetdan lisata ja
sydanlihaksen haitallista uudismuovautumista estaa. Tavoitteena
on infarktinjalkeisen vaurion korjaantuminen ja sydamen pump-
pausominaisuuksien palauttaminen elimiston verenkierron kan-
nalta riittavalle tasolle.

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

Sydan- ja verisuonitaudit ovat maailmanlaajuisesti merkittavin
kuolinsyy. Uusien hoitomuotojen myota sydamen vajaatoimintaa
sairastavien elamanlaatu paranee ja kuolleisuus pienenee.

Kaytettavat eldinlajit ja
elainmaarat

Hiiri 1890, rotta 700 eldinta

Ennakoidut haitat eldimille, ar-
vioidut vakavuusluokat, eldin-

ten kohtalo toimenpiteen paa-
tyttya

Syddamen vajaatoiminnan aiheuttaminen saattaa aiheuttaa elai-
melle tautiin liittyvia haittoja kuten fyysisen suorituskyvyn rajoit-
tuneisuutta, hengenahdistusta ja mahdollisen dkkikuoleman. Elai-
melle aiheutuu haittaa myos toistuvista ladkeaineiden annoste-
luista, kuvantamisista seka fyysisen suorituskyvyn mittauksista.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen -

Application of the 3Rs

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

Uusien lddkemolekyylien tehoa ja turvallisuutta tutkitaan myos
soluviljelmilla (esim. hiPS kardiomyosyytit), mutta lopullinen te-
hon ja turvallisuuden arviointi vaatii kuitenkin ladkeaineiden tes-
taamista eldvassa eldimessa.

2. Vahentdaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, ettd
eldimia kaytetdadn mahdollisim-
man vdahan?

Koe-asetelmat ja tutkimusryhmaét on suunniteltu siten, ettd tutki-
muksesta saatava hyoty olisi mahdollisimman suuri pienimmalla
mahdollisella eldainmaaralla.

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

b) Miksi valittu eldinmalli on
paras tieteellisten tavoitteiden
kannalta?

Vakiintuneet tutkimusmenetelmat suosivat hiiren ja rotan kayt-
toa tutkimusmallina. Valittu eldginmalli kuvastaa ihmisen tautitilaa
hyvin ja mahdollistaa tulosten tarkastelun parhaalla mahdollisella
tavalla. Eldimille aiheutuvaa haittaa minimoidaan hyvilld aneste-
sia- ja kivunhoitokaytannoilla ja minimoimalla eldimille tehtavat
toimenpiteet.




c) Miten eldimille aiheutettu

haitta on tarkoitus minimoida?
Hankkeesta ei tehdi / tehddan | KYLLA
takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 27.1.2021. Arviointi EKaliste 29.1.2021 OK.

| 1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeiden tavoitteena oli selvittaa sydamen regeneraatiomekanismeja sydaninfarktin tai kohonneen ve-
renpaineen aiheuttamien vaurioiden seurauksena. Tavoitteissa on onnistuttu hyvin. Uutta, merkittavaa tie-
toa sydanlihaksen kasvu- ja toipumismekanismeista on saatu. Eldimallit, erityisesti osahankkeen 1 neona-
taalihiirimalli on erityisen tarkoituksenmukainen. Kohonneen verenpaineen vaikutusta sydameen ei kuiten-
kaan voida tutkia osahankkeen 1 mallilla, jolloin tarvitaan myds muita eldinmalleja.

2. Millaista haittaa?

Tutkimusten haitat eldimille olivat vakavuudeltaan ja tyypiltdaan odotettuja ja analyysit keskittyivat juurikin
esiin tulleiden haittojen syntymekanismeihin. Sydaninfarkti tai aortan kiristys ovat selkeasti haitallisia elai-
mille mutta hyvan kipuladkityksen ansiosta eldimen kokemaa haittaa pyritdaan minimoimaan. Lisdksi hyva
kivunhoito, jolla pyritdan minimoimaan eldaimen kokema stressi, antaa luotettavammat tulokset eri analyy-
seihin ja siten vahentaa tutkimuksissa tarvittavien eldinten maaria. Kokonaisuudessaan 39 eldinta Ioytyi
kuolleena aamutarkastuksessa / jouduttiin lopettamaan lopetuskriteerien perusteella.

3. 3R-mahdollisuudet

Kaytettavien eldinten maaraa on pystytty pienentamaan mittausdatan ja kudosnaytteiden kerdantyessa,
jolloin vanhemmat analyysit ja ndytteet voivat toimia taustadatana uudemmille tutkimuksille. Lisaksi jatku-
vasti kehittyvat analyysimenetelmat vaativat pienempada maaraa naytemateriaalia. Kohonneen verenpai-
neen ja mekaanisen rasituksen vaikutusta sydansoluihin ja erityisesti koko syddameen voidaan edelleen luo-
tettavasti tutkia vain eldinmalleissa, joskin hyvia In Vitro -menetelmia, kuten hiljattain kdayttéonottamamme
"Flexercell”, on kehitetty. Sydaninfarktin kokonaisvaikutus sydameen ja sydansoluihin ei tule ilmi In Vitro -
malleissa. Yksittadisia infarktin komponentteja, kuten hapenpuutetta ja haitallisten valittajaaineiden vaiku-
tusta voidaan, tietyin rajoituksin, tutkia myos In Vitro. Hankkeeseen myonnettyd maksimieldinmaaraa ei
tule muuttaa. Kaytettyjen eldinten lukumaara pidetaan joka tapauksessa mahdollisimman pienena. Eldin-
maaraa vahenee datan ja tutkimusmateriaalin kasvun kautta. Dataa ja materiaalia voidaan myos jakaa tut-
kimusyhteistyotahoille, jolloin tietystad eldinmaardsta saadaan enemman ja kokonaisvaltaisemmin tietoa.

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 / | Eldin- Tavoitteet | Eldinmaara: | Vakavuus- Millaista vakavin haitta 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu vahentaa tai
Toimenpide | l3ji saavutta- | Luvassa arvi- | luokka: oli? eldinten hyvinvointia parantaa?
minen oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | Oliko toistuva, mallista ai- | Miten haittaa pystyttiin/pystyttdisiin jatkossa vahen-
(+/-) allinen / tosiasiallinen | heutuva vai satunnainen tdmaan?
OSAHANKE | Hiiri + 630/439 (Sis. | SV4/ NB-SV4 Anestesian aikainen kuole- | Eldinmaarien tarve pienentyy tutkimustiedon lisdaanty-
1 operoimatto- | (SV4 infarkti, NB | minen. Satunnaista. essd. Operaatiorutiinien parantuessa poikasten kuol-
mat kontrol- | taysin naivi leisuus on vahentynyt.
lit) kontrolli)
OSAHANKE | Hiiri + 630 / 95 Ope- | SV4/ NB-SV4 Anestesian aikainen kuole- | Eldinmaarien tarve on pienentynyt tutkimustiedon li-
2 roitua+ kont- | (SV4 infarkti, NB | minen. Eldin I6ytynyt kuol- | sddntyessa. Kudosta / plasmaa / RNAta on keraanty-
rollit taysin naivi leena hakista seuraavana | nyt pankkiin.
kontrolli) aamuna Satunnaista.

Rotta + 100/ 56 ope- | SV4/NB-SV3 Anestesian aikainen kuole- | Eldinmaarien tarve on pienentynyt tutkimustiedon li-
roitua + eri- (SV3 infarkti, NB | minen. Eldin l6ytynyt kuol- | sdantyessa. Kudosta / plasmaa / RNAta on keraanty-
laiset kont- taysin naivi leena hakistd seuraavana | nyt pankkiin.
rollit kontrolli) aamuna Satunnaista.

OSAHANKE | Hiiri + 630/ 51 ope- | SV4/NB-SV3 Eldin 16ytynyt kuolleena Eldinmaarien tarve on pienentynyt tutkimustiedon li-
3 roitua + kont- | (SV3 operoitu, hakista seuraavana aa- saantyessa. Kudosta / plasmaa / RNAta on keraanty-
rollit NB taysin naivi muna Satunnaista ja harvi- | nyt pankkiin. Eldinten kanssa toita tekevien ammatti-

kontrolli) naista. taito on kasvanut ja eldintilat parantuvat jatkuvasti.

Rotta 100/0 -- - -

OSAHANKE | Rotta + 500/ 169 sv4 /SV1 Eldimille ei tehty mitdan Koska kokeessa oleville eldimille kehittyy spontaanisti
4 anestesiaa, puudutusta tai | verenpainetauti komplikaatioineen, tarkeinta on lo-

kipulaakitysta vaativaa toi-
menpidettd. Osa eldimista
kuoli seuranta-aikana ra-
vinnon ja periman aiheut-
taman kohonneen veren-
paineen komplikaatioihin.

pettaa eldin ajoissa heti lopetuskriteerien tayttyessa.




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

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

Oma kudos / plasma / RNA pankki X X - -

Jatkuvasti kasvavien yleisesti saata- X X X X

villa olevien tietokantojen hyddynta-
minen taustadatana seka tautispesifi-
sena vertailudatana.




YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Ladkeaineiden tehon testaaminen Battenin taudin prekliini-
sessa eldinmallissa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

hiiri, prekliininen ladakeainetutkimus, lysosomaalinen hermo-
rappeumasairaus

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

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Kylla

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

Battenin taudin hoitoon ei ole olemassa tehokkaita ladkeai-
neita. Battenin tauti aiheuttaa potilaille ja heidan omaisilleen
huomattavaa karsimysta. Battenin taudilla on monia muotoja,
kuten infantiili, juveniili ja aikuismuotoja, jotka aiheutuvat lyso-
somaalisten entsyymien geneettisista mutaatioista ja ovat va-
kavimmillaan kuolemaan johtavia.

Taman hankkeen tavoitteena on edesauttaa potentiaalisten
lddkeaineiden etenemista kliinisiin kokeisiin. Sairaus ja sen
muodot kuuluvat harvinaisiin yhden geenin sairauksiin.

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

Tavoitteena on kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja Batte-
nin taudin hoitoon. Tutkimusmallien kaytto edistda myos Batte-
nin taudin mekanismien tutkimista, mikd edesauttaa uusien
ladkkeiden ja lddkehoitomuotojen kehittamista.

Kaytettavat eldinlajit ja
elainmaarat

Hiiri 2700 eldinta

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

ClIn6 ja CIn8 geenimuunnelluilla hiirilla esiintyy neurologisia oi-
reita 4-8 kuukauden idsta alkaen, johtaen heikentyneeseen mo-
toriikkaan ja koordinaatioon. CIn2R207X |inja taas on selvasti
progressiivisempi ja neurologiset oireet ovat myos selvasti voi-
makkaampia taudin edetessa. Haittaa aiheutuu myos tutkitta-
vien aineiden toistuvista annosteluista, verindytteenotosta,
motoriikkaa mittaavista testeista ja kuvantamisista. Tutkimuk-
sen paatteeksi eldimet lopetetaan.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

In vitro -mallit Battenin taudin tutkimiseksi ovat hyvin rajalliset.
Uusien ladkkeiden todellista tehoa tai vastetta seka turvalli-
suutta voidaan tutkia luotettavasti vain koe-eldinmalleissa en-
nen kliinisia kokeita.

2. Viahentdminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, ettd elai-
mia kdytetdadn mahdollisimman
vahan?

Koeasetelmat on standardoituja ja niiden kdyton pohjana on
perusteellinen mallien validointityd. Validointityolld varmiste-
taan, ettd koe-eldinmalli kdyttaytyy mallille kuuluvalla tavalla ja
antaa oikeanlaisen tautivasteen. Koeasetelmissa ryhman




sisdinen variaatio minimoidaan mallivalidaatiotydlla, joka maa-
rittelee tilastollisesti tarvittavat ryhmakoot (voima-analyysi).
Battenin taudin mallit ovat kirjallisuudessa hyvin kuvattuja ja
siksi hyvin ennustettavia.

3. Parantaminen - Refinement Suurin osa Battenin taudin sairauksien eldinmalleista on kehi-
a) Perusteet eldinlajin valinnalle. | tetty jyrsijoissa. Kaytossa on myds lammas- ja sikamalleja. Ky-
b) Miksi valittu eldinmalli on pa- | seiset tutkittavat kannat ovat Battenin taudin eri geenien pois-
ras tieteellisten tavoitteiden kan- | togeenisia hiirikantoja, jotka vaikuttavat ihmissairaudessa. Jyr-

nalta? sijoissa havaitut taudin mekanismit, vasteet nykyisille hyvin ra-
c) Miten eldimille aiheutettu jallisille Iaakkeille ja eldinten kdayton maara suhteessa saatavaan
haitta on tarkoitus minimoida? informaatioon ladkeaineen tehosta ja turvallisuudesta ovat hy-

vat. Haittaa pyritdaan minimoimaan eldinten huolellisessa seu-
rannalla ja mahdollisimman aikaisilla lopetuskriteereilla.
Hankkeesta ei tehd3 / tehdiin KYLLA

takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 25.3.2020. Arviointi EK 7.6.2020 — OK.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli validoida kaytettavat tutkimusmallit ja kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja
Battenin ja Hunterin (muutoslupa) tautien hoitoon testaamalla ladkeaineiden tehoa naiden eldinmalleissa.
Tutkimuksen tarkoituksena oli testata uusia ladkeaineita, jotka mahdollisesti estavat naiden tautien kehitty-
mista ja lieventavat siihen liittyvia funktionaalisia hairioita ja patologisia muutoksia ja lisaavat elinaikaa.
Hanke koostui varsinaisen luvan alla tehdyista tutkimuksista ja kolmesta muutosluvasta. Kahteen muutos-
lupaan liittyen tutkimuksia ei kuitenkaan suoritettu.

HANKE — Ladkeaineiden tehon testaaminen Battenin taudin prekliinisessa eldinmallissa. Battenin taudin
tutkimuksissa kaytettiin kolmea eri geenimuunneltua hiirikantaa (CIn6, CIn2R207X, CIn8), joille kehittyy
ikddntyessa progressiivisesti eteneva neurologinen tila. Hiirikannoissa havaitaan progressiivisesti eteneva
halvaantumisoireiden eteneminen. Osalla kannoista oireet ovat vakavampia kuin toisissa kannoissa. Hank-
keessa ei suoritettu yhtaan varsinaista ldadkeainetutkimusta vaan pelkdstaan kolme validaatiotutkimusta.
Koeasetelmissa eldimiltd otettiin verinadytteita ja niille suoritettiin MRI/SPECT/PET-mittauksia ja kayttayty-
mistesteja. Hiirilla havaittiin etenevaa raajojen toiminnan heikentymista, osittaista ja lopulta taydellista
takaraajojen halvaantumista. Eldimet lopetettiin lopetuskriteerien tayttyessa tai kokeen lopussa. Malli toi-
mii hyvin ja validaatiotutkimusten tavoitteet saavutettiin.

Muutoslupa — Gaucherin tauti. Tutkimuksia ei tehty.
Muutoslupa — Niemann-Pickin oireyhtyma. Tutkimuksia ei tehty.

Muutoslupa — Hunterin tauti. Seurantajakson aikana eldimille annosteltiin tutkimuslaakkeita, eldimilta
otettiin verindytteita ja eldaimille suoritettiin kdayttaytymistesteja. Malli toimii hyvin ja lddkeainetutkimuksen
tavoitteet saavutettiin.

| 2. Millaista haittaa?

Varsinaisessa hankkeessa kaytettiin yhteensa 127 hiirtd kolmessa eri tutkimuksessa. Naista transgeenisia



eldimia oli 63 kpl. Tutkimuksissa kaikista hiirista 43 kpl eli 34 % kuului vakavuusluokaltaan vakavimpaan
luokkaan ja 29 eli 23% lopetettiin lopetuskriteerien perusteella. Kohtalaiseen luokkaan kuului 20 kpl eli %
16% ja lievaan luokkaan 64 kpl eli 50%. Kokeen tosiasiallinen vakavuusluokka oli vakava, kuten luvassa etu-
kateen ennakoitiin. Vakavuus johtui mallista ja oli odotettavaa. Oireet olivat halvaantumistyyppisia oireita.

Muutoslupa — Gaucherin tauti. Tutkimuksia ei tehty
Muutoslupa — Niemann-Pickin oireyhtyma. Tutkimuksia ei tehty

Muutoslupa — Hunterin tauti. Muutosluvan alla tehtiin yksi tutkimus, jossa oli yhteensa 23 hiirta. Eldimille
aiheutui korkeintaan lievaa haittaa tutkimusmenetelmista ohtuen (ldakintd, verindytteet ja kayttaytymis-
testit). Itse tutkittavassa kannassa ei havaittu hyvinvointiongelmia. EIdimia ei jouduttu lopettamaan tutki-
muksen aikana, eika eldimia loydetty kuolleena.

| 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 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 saavuttaminen | Eldin- Vakavuus- Millaista vakavin haitta oli? 3R-keinot: miten eldinmaaria on
Toimenpide laji (+/-) maara: luokka: Oliko toistuva, mallista aiheutuva vai | voitu vahentaa tai eldinten hyvin-
Luvassa | Luvassa arvi- satunnainen vointia parantaa?
arvioitu | oitu / tosiasi- Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin
/ tosiasi- | allinen jatkossa vahentamaan?
allinen
Paalupa Hiiri Tutkimusmalli toimi hyvin | 2700 Vakava / Vakavin haitta oli mallista johtuva: Aikaisemmat lopetuspisteet, elai-
ja antoi luotettavia tulok- | hiirtd / 43 kpl vakava, | osalla muuntogeenisista eldaimista ha- | men ruokinta hakin pohjalta, piden-
sia (+). Validaatiotutki- 127 20 kpl kohta- vaittiin odotusten mukaisesti halvaan- | netyt nipat vesipulloissa.
mukset onnistuivat suun- | hiirta lainen, 64 kpl tumisoireita. Eldimista 29 kpl lopetet-
nitelmien mukaisesti (+). lieva, tiin lopetuskriteerien perusteella ja 5
ei toipumista 0 | hiirta kuoli MRI-mittauksissa.
kpl
Gaucherin Hiiri Tutkimuksia ei tehty - - - -
tauti
Hunterin Hiiri Tutkimusmalli toimi hyvin | 2700 Lieva 23 kpl Lieva (laakinta, verindytteet ja kayt- -
tauti. ja antoi luotettavia tulok- | (*sisaltyy taytymistestit). Tutkittavassa kan-
sia (+). Ladkeainetutki- paaluvan nassa ei havaittu hyvinvointiongelmia.
mukset onnistuivat suun- | alle) / 23
nitelmien mukaisesti (+). hiirta
Niemann- Hiiri Tutkimuksia ei tehty - - - -
Pickin oireyh-

tyma




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

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

Aikaisempi paatepiste X - - -

Pehmennetty ruoka hakin pohjalla X X X X

Pitkat nipat vesipulloissa X X X X




YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Veri- ja imusuonten rooli metastasoivissa tuumoreissa ja MS-
taudissa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Syopa, EAE-malli, hematopoieesi, verisuonisto, imusuonisto

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla

Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla

Lakisdaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

Tutkimuksessa selvitetdan veri- ja imusuonten merkitysta syo-
vissd, autoimmuunisairauksissa ja luuytimen uudelleen muo-
dostumisessa. Kaksi kolmannesta syévan etapesakkeista leviaa
imusuonten kautta. Taman takia on oleellista ymmartaa eta-
pesakkeiden syntya paremmin. Imusuoniston on havaittu vii-
meaikaisissa tutkimuksissa ulottuvan aivokalvoille saakka. Nai-
den suonien merkitys MS-taudin kehittymisessa on mielenkiin-
toinen aihepiiri, huomioonottaen imusuoniston elintarkean
roolin immuunisolujen kuljettajana. Veri- ja imusuoniston
maara kasvaa myos tulehduksen aikana. Hankkeessa selvite-
taan veri- ja imusuoniston roolia naissa erilaisissa patologisissa
tilanteissa.

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

Syovan ja MS-taudin laajempi ymmartaminen lisaa kliinisesti re-
levantteja hoitomahdollisuuksia potilaiden hoidossa.

Kaytettavat eldinlajit ja
elainmaarat

Hiiri 2700 eldinta

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

Hiirille aiheutuu kasvainkokeessa haittaa kasvaimen istutuk-
sesta ja tutkittavien aineiden annosta. Kokonaisuutena primaa-
rituumorin kantaminen ja niiden kirurginen poisto aiheuttavat
hiirissa kohtalaista haittaa. EAE-mallissa hiiret menettavat osit-
tain liikkuntakykynsa takaraajojen osalta. Tama aiheuttaa hiirille
vakavaa haittaa.

Vakavuusluokat: kohtalainen, vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Patologisissa tutkimusmalleissa on tarkeata saavuttaa mahdolli-
simman hyvin ihmisen tautia vastaavat olosuhteet eldinta kayt-
tamalla. Solumalleilla ei pystyta samalla tavalla jéljentamaan
esimerkiksi syovan etenemista tai syddmen toimintaa, vaan
koe-eldinten kayttod on ainoa tapa.

2. Viahentdminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, ettd elai-
mia kdytetdadn mahdollisimman
vahan?

Koe-asetelmat suunnitellaan huolellisesti, yhteen osakokeeseen
kdytetdaan 3-10 hiirta ja koe toistetaan maksimissaan kolme ker-
taa. Hankkeen puitteissa tehdaan jatkuvaa suunnittelua, jotta
elainmaaraa pystytdaan muokkaamaan hankkeen edetessa




pienemmaksi. Aiempien kokeiden perusteella pystytaan arvioi-
maan pienin mahdollinen eldinmaara luotettavien tulosten saa-
miseksi.

3. Parantaminen - Refinement a - Hiirelld on nopea lisaantymissykli ja sen genomisekvenssi

a) Perusteet eldinlajin valinnalle. | tunnetaan hyvin. Hiiren biologiassa on yhtyméakohtia ihmisen

b) Miksi valittu eldinmalli on pa- | biologiaan, mikd mahdollistaa ihmista hyodyttavien hoidollisten
ras tieteellisten tavoitteiden kan- | sovellusten kehittdmisen. Rotta on joissakin sydantutkimuksissa
nalta? hiirta parempi isomman ja ihmisen sydanta paremmin mallinta-
c) Miten eldimille aiheutettu van sydamen ja verisuonituksen vuoksi.

haitta on tarkoitus minimoida? b - Geenimuunnelluilla kannoilla voidaan selvittda mm. imu-
suonten toimintavajauksen vaikutusta kasvainten kehittymi-
seen ja aineenvaihduntaan.

¢ - Kirurgiset toimenpiteet tehddaan nukutuksessa ja kivunpois-
tosta huolehditaan asianmukaisesti. Kasvainkokeissa kasvaimen
koon ei anneta kasvaa maarattya kokoa suuremmaksi ja kas-
vaimia seurataan kuvantamalla.

Hankkeesta ei tehd3 / tehd3in KYLLA

takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 14.4.2020. Arviointi EK 28.5.2020 OK.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen ensisijainen tavoite oli tutkia eldinmallien avulla syovan etenemista seka MS-taudin syntya.
Hankkeen puitteissa tehtiin kuitenkin ainoastaan kokeista MS-taudin tutkimukseen kaytettavan EAE-mal-
lin avulla, eikd Osahanke 1 (Tuumorikokeet) kaytetty yhtakdan eldinta.

Kokonaisuutena hankkeen tavoitteet onnistuivat erinomaisesti. Tutkimuksessa on tahan asti hankeluvan
ajallisissa puitteissa pystytty selvittdmaan kuinka veri- ja imusuonten pinnassa olevien ilmenevien kasvu-
tekijareseptorien toiminta vaikuttaa MS-taudin kehittymiseen ja etenemiseen. Tahdnastiset tutkimukset
ovat julkaistu korkealaatuisessa tiedelehdessa, jossa tama prosessi kuvataan tarkasti. Kaytettava eldin-
malli (hiiri) on ehdottomasti paras malli sairauden tutkimiseen.

| 2. Millaista haittaa?

Miten toimenpiteet onnistuivat eldinten hyvinvoinnin kannalta / millaisia haittoja eldimille aiheutui?
Kokonaisuutena yksittdiset kokeet etenivat kuten aikaisempi kokemus ja kirjallisuus antoi odottaa. Haitta
aiheutui ennen kaikkea hiirten kasittelysta taudin aikaansaamiseksi.

Oliko tosiasiallinen haitta sellainen kuin etukateen oletettiin?

Haitta oli ajallisesti ja taudinkuvallisesti kuten osattiin odottaa.

Tuliko yllatyksia? Kuinka paljon eldimid jouduttiin lopettamaan lopetuskriteereiden perusteella?

Hiiret kokivat vakavaa haittaa kasittelyn seurauksena ja kokonaisuutena luvalla olleista hiirista 72 %, koki-
vat SV4 tason haittaa.

Kokonaisuutena luvalla olleista eldimistd 42 (3%) 16ytyi kuolleena kokeen aikana ja 41 ( 3%) jouduttiin lo-
pettamaan kesken kokeen lopetuskriteerien tayttyessa.



NB 18kpl 1%

sv1 110kpl 8%

Sv2 78kpl 6%

SvV3 187kpl 13%

Sv4 997kpl 72%, joista 42 kpl 16ytyi kuolleena ja 41 lopetettiin kokeen aikana.

3. 3R-mahdollisuudet

Onko kaytettavana uusia vaihtoehtoisia menetelmia eldinten kayton tilalle?

MS-taudin tutkimisessa edelleen tarkeimpana ovat hermoverkon omaavat nisakkaat, jos tuloksilla etsi-
taan konkreettisia hoitokeinoja kliinisiin oireisiin.

Voisiko toimenpiteiden toteuttamistapaa ja/tai hoitomenetelmia edelleen kehittda?

Kaksi tarkeda uutta parannusta kokeiden aikana olivat Iampiman NaCl lisadaminen heikkokuntoisille hiirille
sekd jauhe/geeliruuan lisdaminen hiirille. Todennakoisesti naista syista kokeessa menehtyneiden ja lope-
tettujen hiirten maara jai yhteensa 6 %, joka on matalampi mita kirjallisuus antaa ymmartaa (k.a noin 10
%)

Voisiko inhimillisia lopetuspisteita aikaistaa?

Inhimillisen lopetuspisteen aikaistus ei valttamatta enda palvele kliinista tavoitetta, jossa kudostulehdus
on suurta MS-tautia sairastavilla potilailla.

Pitdisiko eldinmaarida muuttaa?

Kokeessa kaytetyt eldinmaarat ovat ajateltu sellaisiksi, etta ne riittavat antamaan tilastollisesti varmoja
tuloksia, ilman etta ylimaaraisia hiiria kaytetaan.

Voisiko kdytetyista eldimistda saada enemman tietoa hyodynnettavaksi?

Kokeen jalkeen hiirista keratyista naytteista analysoidaan monella eri tavalla tulehduksen etenemista ja
kudostuhoa. Naista mainittakoon mm. solutyyppi sekvenoinnit, immunohistokemialliset varjaykset, prote-
iini analyysit seka verenkuvasta saatava informaatio.

Olisiko keksityilla 3R-keinoilla laajempaa hyodynnettavyytta?

Kokeissa kaytettiin kaikkia mahdollisia keinoja eldinten hyvinvoinnin parantamiseksi. Tasta esimerkkeina
pidennetyt juomapullon karjet, pehmyt ruoka, ihonalaiset NaCl annostelut, hiirten genitaali alueiden puh-
distaminen seka ulosteiden poistaminen. Hiirid seurattiin paivittdin ja lopetuskriteereja noudatettiin koko
hankeen ajan.



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 kritee-
rit: asetus 564/2013 Liite 3.

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

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

pide minen oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | Oliko toistuva, mallista ai- | Miten haittaa pystyttiin/pystyttdisiin jatkossa va-
(+/-) allinen / tosiasiallinen | heutuva vai satunnainen hentamaan?

OSA- Hiiri - 1500/0 Kohtalainen/Ei Ei haittaa Ei kommenttia

HANKE1: kayttos

Tuumori-

kokeet

OSA- Hiiri +++ 1420/1391 Vakava/NB Mallista aiheutuva haitta, | Kokeissa kaytettiin kaikkia mahdollisia keinoja

HANKE2: (18);SV1 (110); | joka 6% tapauksissa ai- eldinten hyvinvoinnin parantamiseksi. Tasta esi-

EAE-mallit SV2 (78); SV3 heutti i) hiirten kuoleman | merkkeina pidennetyt juomapullon karjet, pehmyt

(187); SV4 (997)

(42 kpl/3%) ii) inhimillisen
lopetuspisteen mukainen
lopetus (41kpl/3%)

ruoka, ihonalaiset NaCl annostelut, hiirten genitaali
alueiden puhdistaminen seka ulosteiden poistami-

nen. Hiirid seurattiin padivittdin ja lopetuskriteereja

noudatettiin koko hankeen ajan.

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 esimerkkejd)

Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Pidennetyt juomapullon karjet X X X X
Pehmyt ruoka X X X X
Ihonalaiset lampimat NaCl annostelut | X X X X
Hiirten puhdistaminen X X X X




YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

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
elainmaarat

Ennakoidut haitat eldimille,
arvioidut vakavuusluokat,
eldinten kohtalo toimenpi-
teen paatyttya

Silmasairaustutkimus kokeellisilla silmatautimalleilla
Kolme vuotta
Nakévamma, sokeus, silmavaurio, silmaladke

Perustutkimus Kylla
Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisdateinen 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

Silmdsairaudet tuhoavat hitaasti ja lahes oireettomasti silman verkko-
kalvoa ja ndkdhermoa. Sairauksien etenemista voidaan hidastaa, mutta
usein nakokyky on jo vaurioitunut ennen potilaan hakeutumista hoi-
toon. Valitettavasti myohaisessa sairauden toteamisvaiheessa paranta-
vaa hoitoa on erittain harvoin tarjolla.

Suomessa on arviolta 80 000 nakévammaista ihmista. Maailman ter-
veysjarjestdo WHO arvioi, ettd koko maailmassa on noin 180 miljoonaa
nakdévammaista. Heistd 40-45 miljoonaa on sokeita ja loput eri tavoin
heikkondk®disia. Eldinluvan hakija tekee ladkeainetestauksia ja tutkii sai-
rauksien synty- ja etenemismekanismeja tutkimuspalveluna yksityisille
tutkimus- ja ladkefirmoille.

Silmasairauksia mallittavien menetelmien kaytto edistaa hoitokeinojen
[6ytymista silmdsairauksiin ja taten estaa sokeutumista.

Rotta 1500 kpl, hiiri 2000 kpl, kaniini 800 kpl, marsu 500 kpl

Toimenpiteissa eldimille aiheutuu haittaa silmasairauden kirurgisesta
tai kemiallisesta indusoinnista, MS-taudin indusoinnista, tutkittavien ai-
neiden annosteluista, mitta-antureiden asennuksista ja nukutuksessa
tapahtuvista rekisterdinneista. Eldimet lopetetaan tutkimuksen paatyt-
tya.

Vakavuusluokat: kohtalainen, vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Repla-
cement

Miksi eldaimia on kaytet-
tdva tdssa hankkeessa ja
miksi korvaavaa menetel-
maa ei voi kayttaa?

2. Vahentdminen - Reduc-
tion

Kuinka on varmistettu, etta
eldimia kdaytetadan mahdol-
lisimman vahan?

Korvaavia soluilla tehtavia silmasairausmalleja ei ole saatavilla. Tutkit-
tavat ladkeaineet testataan ensin solukokeilla aina, kun kaytettavissa
on testaukseen soveltuva solulinja tai tietoa ei ole ennestaan riittavasti
saatavilla kdytettavista aineista.

Koe-eldintyot suunnitellaan siten, ettd tarvetta koesarjojen toistami-
selle ei olisi. Lisaksi joissain tutkimuksissa kaytetaan koe-eldimen toista
silmaa kontrollina, joka vahentaa tilastollisesti analysoitaessa kaytetta-
vien koe-eldinten maaraa.



3. Parantaminen - Refi- a) Kokeissa pitaa kayttaa eldimia, joiden silman rakenne ja toiminta

nement vastaavat mahdollisimman hyvin ihmisen silmaa. Pienista nisakkaista
a) Perusteet eldinlajin va- hiiren, rotan, kanin ja marsun silmat soveltuvat parhaiten silmatutki-
linnalle. mukseen.

b) Miksi valittu eldainmalli b) Kyseiset kokeelliset mallit tutkitusti mallittavat hyvin ihmisissa esiin-
on paras tieteellisten ta- tyvia vakavia silmasairauksia.

voitteiden kannalta? c) Kipua aiheuttavat toimenpiteet tehdaan eldimen ollessa nukutuk-

c) Miten eldimille aiheu- sessa. Kivunlievityksesta huolehditaan seka toimenpiteen aikana etta
tettu haitta on tarkoitus sen jdlkeen. Eldinten vointia kontrolloidaan sadanndéllisesti ja inhimillisia
minimoida? paatepisteitda noudatetaan.

Hankkeesta ei tehdi / teh-  KYLLA
daan takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 15.6.2020 Arviointi E.Kaliste 30.6.2020 OK.

| 1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen |

Hankkeessa on nelja osahanketta: 1. Verkkokalvon iskemia (rotta), 2. Enkefalomyeliitin tutkiminen
(MS-tauti, hiiri), 3. Kokeellinen malli LPS:n aiheuttamasta nakéhermon tulehduksesta (rotta), 4.
Toksisuusmallit (hiiri, rotta, kani, marsu).

Hankkeen tavoitteena on tehda palvelututkimuksia, joissa tutkitaan erilaisten silmasairauksien
synty- ja etenemismekanismeja seka etsitdaan tai kehitetaan niihin hoitomuotoja. Lisaksi eldinmal-
leja ja tutkimusmenetelmia on kehitetty eteenpain. Palvelututkimukset ovat onnistuneet yleensa
odotusten mukaisesti. Hankkeen luonteeseen kuuluu, etta tutkimustulokset luovutetaan asiak-
kaalle/palvelun ostajalle, joka jatkaa kehitysty6ta eteenpain.

Kaytetyt eldinmallit ovat sopivia hankkeen tarkoituksiin.
Luvan voimassaoloaikana ei tehty yhtdaan Osahanke 1 (Iskemia) mukaista projektia.

Luvan voimassaoloaikana tehtiin 10 kpl Osahanke 2 (EAE) mukaista projektia, yksi Osahanke 3
(LPS) mukainen projekti seka 7 kpl Osahanke 4 (Tox) mukaista projektia.

| 2. Millaista haittaa?

Summa / Number

Mo-
Species del Severity | Reason Summa
Mouse EAE | Svl Not recovering from anesthesia 5
Practice and tissue collection 15

Svl

Summa 20

Sv2 Euthanasia [End of study] 131

Sv2

Summa 131



Mouse Summa

Rabbit

Rabbit Summa
Rat

Sv3
Sv3
Summa
Sv4

Sv4
Summa
Sv3

Sv3 Summa

EAE Summa
To-
xicity | Sv2

Sv2
Summa
Toxicity Summa

To-
xicity | Sv2
Sv2
Summa
Sv3
Sv3
Summa
Toxicity Summa

LPS | Svl
Svl
Summa
Sv3
Sv3
Summa
Sv4
Sv4
Summa

LPS Summa

To-

xicity | Svl
Svl
Summa
Sv2

Sv2
Summa

Euthanasia [End of study]

Bad IVT injection euthanized
Died or found dead

Died under anesthesia or found
dead

Euthanasia [End of study]
Found dead

HEP reached

Not recovering from anesthesia

HEP reached

Euthanasia [End of study]
Training

Euthanasia [End of study]

Euthanasia [End of study]

Not recovering from anesthesia

Euthanasia [End of study]

Found dead

Euthanasia [End of study]

Bad IVT injection euthanized
Euthanasia [End of study]
Not recovering from anesthesia

147

147

23

100

132

267

15

15

580

30

32

32

612

44

46

50



Sv3 Euthanasia [End of study] 12
Not recovering from anesthesia 5

Sv3
Summa 17
Sv3 Bad IVT injection euthanized 1
Sv3 Summa 1
Toxicity Summa 71
Rat Summa 90
Kaikki yhteensa 755

Tosiasiallinen haitta oli EAE-mallissa taudin eteneminen ja eldinten halvaantuminen eriasteisesti.
EAE-mallissa kdytettiin 580 hiirta, joista 267 (46%) koki vakavaa (Sv4) haittaa. 147 hiirta (19%) saa-
vutti HEP rajan ja lopetettiin ennen kokeen paattymista. 36 hiirta (6%) ei herdannyt anestesiasta tai
ne loydettiin kuolleena, yleensa seuraavana paivana. Tama paasaantoisesti tapahtui hankkeen al-
kuaikoina, jonka jalkeen tukihoitoja parannettiin (Iampd, nesteytys) ja kuolemia tapahtui huomat-
tavasti harvemmin. Tosiasiallinen haitta oli odotusten mukaista. Yllatyksena tuli kuolleisuus nuku-
tuksessa, mutta se saatiin vahenemaan tukihoidoilla.

Toksisuustutkimusta tehtiin 32 hiirelld, 53 kanilla (yhteistydssa Turun yliopiston kanssa) ja 71 ro-
talla. Tosiasiallinen haitta oli tulehdukset tai arsytykset silmissa, vakavuusluokaltaan lievia (81%)
tai kohtalaisia. Eldimia voitiin hoitaa antibioottitipoilla ja kipuldaakitykselld alentaen haitta kohtalai-
sesta lievaan. Vakavan luokan haittaa ei tapahtunut toksisuustutkimuksissa, mutta 7 rottaa ei he-
rannyt nukutuksesta. Tukihoitoihin kiinnitettiin erityistd huomiota taman jalkeen. Yhtdan eldinta ei
jouduttu lopettamaan HEPien perusteella.

LPS-mallissa kaytettiin 19 rottaa. Eldimen kokema tosiasiallinen haitta oli kirurgisesti tehty nako-
hermon paljastaminen. Operaation yhteydessa ja 2 vrk sen jalkeen kaytettiin kipuladkitysta, mutta
haitan arvioitiin olevan kohtalainen (84%). LPS injektion ei todettu aiheuttaneen eldimille hyvin-
vointihaittaa kahden viikon kokeessa. Yksi eldin koki vakavan luokan haittaa LPS-mallissa, koska se
|6ytyi operaation jalkeen kuolleena. Yhtaan eldinta ei lopetettu HEPien perusteella.

3. 3R-mahdollisuudet

EAE-mallissa kokeen kesto on lyhennetty aikaisemmasta 35 paivasta 28 paivaan ja kdytdssa on ai-
kaisemmat lopetuskriteerit kuin Hooke Laboratories kdyttamassa mallissa https://hooke-
labs.com/services/cro/eae/MouseEAEscoring.html . Ruumiinlampétilaa pyrittiin mittaamaan infra-
punamittarilla hiiren poskesta, mutta siina todettiin olevan liian suurta vaihtelua todellisen arvon
toteamiseksi (jopa alle 200C hyvakuntoisella hiirelld). Mittausta perdsuolesta ei haluttu ottaa kayt-
toon, koska EAE-mallissa eldimet ovat hyvin herkkia stressille, mikd muuttaa taudin ilmenemista.
Lampotilan mittaamista silmasta ei voida kayttda sen vuoksi, etta silmat juuri ovat tutkimuksen
kohteena ja laser- tai infrapunasadde voi mahdollisesti vahingoittaa silmaa.

Kaytdssa on ollut hakin pohjalla kuivikkeen alla liukuestematosta leikatut palat. Ne ovat toimineet
hyvin edistden eldinten liikkumista, mutta pelkomme on, etta eldimet syovat niita, milla voi olla
vaikutus tutkimustuloksiin. Olemmekin valmistuttaneet metallisen reikdlevyn, jota pilotoidaan
seuraavassa kokeessa. Tukihoidoiksi olemme ottaneet kdytt6on kaupallisen tukiruuan hakin poh-
jalle heti kokeen alusta, jotta eldimet tottuvat siihen. Taman lisdksi, kun eldimen paino alkaa laskea
tai se saavuttaa tietyn kliinisen oireen tason, eldin nostetaan 1-2 tunniksi lampdalustan paalle,
jossa on tarjolla kostutettua rehua ja tukiruokaa. Lampo edistdaa ruumiinlammon yllapitamista ja


https://hookelabs.com/services/cro/eae/MouseEAEscoring.html
https://hookelabs.com/services/cro/eae/MouseEAEscoring.html

edistda ndin myos syomista. Rehua kannattaa kostuttaa kunnolla, mielelldaan yon yli jadkaapissa,
jotta se on varmasti pehmeada ja kosteaa. Taman havaittiin vaikuttavan eldinten halukkuuteen
syoda. Nama toimet ovat erityisen hyvin saanut eldimet toipumaan ja niiden paino voi tuossa kah-
dessa tunnissa nousta jopa 1-3 g, jolloin niita ei ole tarvinnut lopettaa lopetuskriteereiden taytty-
misen vuoksi. Hankkeen alkuaikoina eldimista jopa 31-75% jouduttiin lopettamaan lopetuskritee-
reiden taytyttya, mutta loppuvaiheessa yleensa enaa 2.5-7% eldimista jouduttiin lopettamaan lo-
petuskriteereiden taytyttya. Tassa taytyy kuitenkin ottaa huomioon myds tutkittavat ladkeaineet,
joilla on voinut olla erilainen vaikutus taudin etenemiseen ja lopetuskriteereiden tayttymiseen.
Naitd menetelmia voidaan kayttaa myos muissa malleissa eldinten hyvinvoinnin parantamiseksi.
Stressiherkkyyden vuoksi on myos suositeltavaa, etta samat muutamat henkilot kasittelevat ja te-
kevat eldimille toimenpiteita, eika henkilovaihdokset aiheuta lisastressia.

Aggressiivisilla hiirilla voidaan tappeluita hieman vahentaa tekemalla kahdesta iglusta pallo. Tahan
ei tosin vield olla saatu tilastollista merkitsevyytta. Kdaytossamme on myos hiirilla kuppimenetelma
nostettaessa seka rottia nostetaan koko kehosta. Naiden on huomattu vaikuttavan eldimiin rahoit-
tavasti. Olemme myo0s aloittaneet hankkeen, jossa pyrimme kouluttamaan eldimia toimenpiteisiin
herkkujen ja naksuttimen avulla. Tama on kuitenkin viela vaiheessa.

Eldinmalleille ei ole korvaavia menetelmia. Eldinmaara kokeessa pidetaan minimissa perustuen ai-
kaisempiin kokeisiin, joissa on saatu riittava ja tilastollisesti merkitseva tulos. Naissa eldinmalleissa
eldainmaara voidaan pitda pienehkdna myos sen vuoksi, etta usein toinen silma voi toimia verrok-
kina, jolloin sitd varten ei tarvitse erikseen kontrollieldimia.

Kaytdssa olevia 3R-keinoja voidaan hyodyntaa yleisesti myods muissa eldinmalleissa.



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 / | Eldinlaji | Tavoitteet | Eldinmaara: | Vakavuus- Millaista vakavin haitta 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu vahentaa
Toimen- saavutta- | Luvassa arvi- | luokka: oli? tai eldinten hyvinvointia parantaa?
pide minen oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | Oliko toistuva, mallista ai- | Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jatkossa va-
(+/-) allinen / tosiasiallinen | heutuva vai satunnainen hentamaan?
Osahanke Rotta - 1500 koko lu- | Vakava / ei hait- | Ei toteutettu tata mallia -
1./I1skemia valle/ 0 taa kertaakaan
Osahanke Hiiri + 2000 koko lu- | Vakava / 46% Mallista aiheutuva hal- Hyvat tukihoidot (Iamp0o, tukiruoka, nesteytys, ri-
2./EAE valle/ 580 vakava, 28% vaantuminen. Joitakin yl- | tild/matto hakin pohjalla) ja ulkoisten stressitekijoi-
kohtalainen, lattavia kuolemia joko den vahentdminen
23% lieva ja 3% | anestesiasta tai tutkimus-
ei toipumista aineesta johtuen.
Osahanke Rotta + 1500 koko lu- | Kohtalainen / ei | Eldin Ioydetty kuolleena. Kipuldakitys kaytossa toimenpiteen aikana ja 2 vrk
3./LPS valle / 19 toipumista 11%, | Satunnainen I6ydos. sen jalkeen. Nukutuksissa pitaa olla hyva tukihoito
84% kohtalai-
nen, 5% vakava
Osahanke Hiiri + 2000 koko lu- | Kohtalainen / Lieva haitta injektioista ja | Nukutuksissa hyva tukihoito.
4./Toksi- valle / 32 100% Lieva nukutuksesta.
suus
Osahanke Rotta + 1500 koko lu- | Kohtalainen / Ei toipuminen aneste- Nukutuksissa hyva tukihoito.
4./Toksi- valle /71 5% ei toipu- siasta tai epdonnistunut
suus mista, 70% IVT (lasiaisinjektio) injek-
lieva, 25% koh- | tio. Satunnaista.
talainen
Osahanke Kani + 800 koko lu- | Kohtalainen / Silman tulehtuminen tai Kipulddkitys ja antibioottitipat silmaan.
4./Toksi- valle / 53 83% lievd, 17% | arsytys mallista aiheutuva.
suus kohtalainen




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

Lyhyempi seuranta-aika

Pesamateriaali

Lisdlampo operoinnin jalkeen

X | X | X|X

Totuttaminen

Tukiruoka

>

Nesteytys

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

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

X | X[ X|X|X

EAE-mallissa on kaytossa aikaisempi paatepiste seka lyhyempi seuranta-aika. Kaikilla eldaimilla on pesamateriaalia hakeissa.
Iglusta voidaan tehda pallo aggressiivisen kayttaytymisen ehkaisemiseksi. Operaatioiden yhteydessa seka EAE-mallissa kaytetdan lisalampoa,
tukiruokaa, nesteytysta seka kostutettua rehua toipumisen edistamiseksi.




YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Aivojen rakenteelliset ja toiminnalliset muutokset epilepsiassa.

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

epilepsia; aivovamma; infektio; hiiri; rotta

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla

Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla
Lakisdaateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

Maailmassa on 60 miljoonaa ja Suomessa 47 000 epilepsiapoti-
lasta. Noin 60% heista epilepsia aiheutuu aivoja vaurioittavan
tekijan kuten aivovamman tai status epileptikuksen seurauk-
sena.

Epilepsia kehittyy kolmessa vaiheessa: aivoja vaurioittava ta-
pahtuma - epilepsian kehittyminen eli epileptogeneesi - tois-
tuvat kohtaukset eli epilepsia ja niiden progressio.

Kaytossa ei ole ainoatakaan ladketta tai muuta hoitoa, jolla epi-
leptogeneesi tai epilepsian progressio voitaisiin estaa tai edes
lievittaa.

Taman tutkimuksen tarkoituksena on selvittaa (a)
epileptogeneesin molekulaarisia mekanismeja, (b)
epileptogenessin solu- ja hermoverkkotason mekanismeja, (c)
identifioida pahentavatko perifeerinen infektio, stressi, toistuva
lieva aivovamma, tai aivovammasta aiheutuva pitkittynyt epi-
lepsiakohtaus ennustetta ja milla mekanismilla, (d) identifioida
epileptogeneesin biomarkkereita, (e) tutkia, kuinka
samankaltaisia epileptogeneesin mekanismit ovat eri
etiologioiden pohjalta syntyvissa epilepsioissa [status
epileptikus (SE), aivovammal].

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

Talla hetkella meilla ei ole ainoatakaan hoitomuotoa, jolla epi-
lepsian synty voitaisiin estaa riskiryhman potilailla (esim. aivo-
vamma) ja/tai sen eteneminen pysayttaa.

Tutkimuksemme identifioi mekanismeja, joiden pohjalta kehi-
tdmme (a) uusia hoitoja, jotka estavat epilepsian synnyn
riskiryhmissa ja epilepsian etenemisen diagnoosin jalkeen seka
(b) biomarkkereita, joilla voimme ennustaa epilepsian kehitty-
misen esim. aivovamma jalkeen ja ennustaa/seurata kehitta-
miemme hoitojen tehoa.

Kaytettdvat eldinlajit ja
elainmaarat

Hiiri 900, rotta 2 100




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

Eldimille aiheutuu tutkimuksessa haittaa kirurgiasta, epilepsian
indusoinnista ja epilepsian kehittymisesta, annosteluista,
kuvantamisista, nukutuksista ja stressimalleista. Eldimet
lopetetaan toimenpiteen paatyttya.

Vakavuusluokat: kohtalainen, vakava

3R-menetelmien soveltaminen - A

pplication of the 3Rs

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

Olemme kayttaneet primaarisoluviljelmia seka leikeviljelmia,
mutta niiden ennustearvo esim. ladkeaineiden hermosoluja
suojaavan vaikutuksen suhteen in vivo on huono. Epilepsian
kehittymista hermosolutasolla ei voida tutkia ihmiselld, koska
hyvaa aivokudosta ei ole saatavissa tutkimukseen (esim.
aivovamman jalkeen kehittyvaa epilepsiaa voidaan seurata vain
kliinisin kriteerein).

Rotta ja hiiri ovat sopivia koe-eldaimia epilepsiatutkimukseen
aikaisempien havaintojen pohjalta, jotka osoittavat
tautifenotyypin (esim. epilepsia, kayttaytymismuutokset),
patologian ja ldadkeaineiden tehon
verrannollisuuden/samankaltaisuuden rotalla/hiirelld ja
ihmisella.

Geenipoikkeavuuksien vaikutusta solukuolemaan ja
toipumisprosessiin on kdytannollisinta tutkia hiirilla, koska ko.
tekniikat ovat parhaiten sovellettavissa eri hiirilajien
tuotantoon.

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

Pyrimme tutkimaan jokaisen koe-eldimen mahdollisimman
tarkkaan (patologia, molekulaarinen analyysi, sahkofysiologia,
kayttaytyminen, kuvantaminen) aiheuttamatta yksittdiselle
eldimelle liikaa stressia, mika merkittavasti vahentaa
tarvittavien koe-eldinten maaraa. Tarvittava koe-eldinmaara
arvioidaan etukateen Power-analyysilla.

3. Parantaminen - Refinement
a) Perusteet eldinlajin valinnalle.
b) Miksi valittu eldinmalli on pa-
ras tieteellisten tavoitteiden
kannalta?

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

a-b) Rotta ja hiiri ovat sopivia koe-eldaimia
epilepsiatutkimukseen aikaisempien havaintojen pohjalta, jotka
osoittavat tautifenotyypin, patologian ja ladkeaineiden tehon
verrannollisuuden/samankaltaisuuden rotalla/hiirelld ja
ihmisella.

c) Lisdksi pyrimme tutkimaan jokaisen koe-eldimen
mahdollisimman tarkkaan (patologia, molekulaarinen analyysi,
sahkofysiologia, kdyttdytyminen, kuvantaminen) aiheuttamatta
yksittdiselle eldimelle liikaa stressid, mika merkittavasti
vahentaa tarvittavien koe-eldinten maaraa. Tutkimuksessa
noudatetaan ennalta maarattyja lopetuskriteereja.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA




TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN
Saapumispvm: 27.1.2021. Arviointi EK 29.1.2021: OK.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Mita tavoitteita hankkeella oli?
Tavoite: Aivovamman jalkeisen epilepsian syntymekanismien, biomarkkerien ja hoitojen loytami-
nen.

Miten ndiden saavuttamisessa onnistuttiin?
Projektit ovat edelleen menossa ja tutkimuksen tulokset ovat parhaillaan analysoitavana.

Onko kaytetty eldginmalli sopiva tahan tutkimukseen?
Tutkimuksessa kaytettava nestepulssimalli on yksi parhaista ja eniten kaytetyista ihmisen aivovam-
man ja sen aiheuttaman epilepsian koe-eldinmalleista.

2. Millaista haittaa

Vakavin haitta on duran ehjana sailyttava kraniotomia ja sen kautta aiheutettu aivovamma. Vaka-
vuusluokka on SV4. Akuutti kuolleisuus vakavaa aivovammaa mallintavaan iskuun on n. 25% ja kes-
kivaikeaa tai lievaa aivovammaa mallintavaan iskuun 0%.

Aivovamman jalkeen havaitaan painonlasku ja sitd seuraava painonnousu, mika alkaa tyypillisesti
5-7 paivaa aivovammasta. Eldimet lopetetaan ja poistetaan tutkimuksesta, jos painonlasku on yli
30% ja toipuminen ei ala ensimmaisella viikolla. Yli 30%:n painonlaskua havaitaan 2%:lla eldimista.

Aivovamman aiheuttamisen jalkeen eldinten painoa tarkkaillaan paivittdin, niille annetaan lisara-
vintoa, pehmeaa ruokaa ja fysiologista suolaliuosta yleensa ainakin ensimmaisen viikon ajan tai
niin pitkaan, kunnes eldin pystyy syomaan ja juomaan itse.

Eldinten muuta hyvinvointia seurataan tarkastelemalla ruumiinlamp63, yleisilmetta (aantely, nilku-
tus, aggressiivisuus, kyyryasento), ulostamista, liikkeita, ulkoisia vuotoja yms.

3. 3R-mahdollisuudet

Onko kaytettdavana uusia vaihtoehtoisia menetelmia eldinten kadyton tilalle?
Aivovamman jalkeista epilepsiaa ei pystyta mallintamaan muuten kuin eldinmalleilla.

Voisiko toimenpiteiden toteuttamistapaa ja/tai hoitomenetelmia edelleen kehittaa?
Kylla, tyoskentelemme taman parissa jatkuvasti.

Voisiko inhimillisia lopetuspisteita aikaistaa?
Ei tdssa mallissa, koska epilepsian kehittyminen aivovamman jalkeen kestaa useita kuukausia.

Pitdisiko eldinmaaria muuttaa?
Kussakin koesarjassa tarvittava elainmaara perustuu voimalaskelmiin, joiden tekemiseen meilla on
runsaasti aikaisempaa tietoa. Siksi kdyttamamme eldinméaarat ovat jo nyt minimissaan.

Voisiko kaytetyista eldimista saada enemman tietoa hyédynnettavaksi?

Jokainen eldin tutkitaan mahdollisimman monipuolisesti (esim. kdyttaytyminen, kuvantaminen,
aivosdhkokayra, verindytteet) huomioiden eldimille mahdollisesti aiheutuva stressi.

Olisiko keksityilla 3R-keinoilla laajempaa hyodynnettavyytta?

Pohdimme tatd mahdollisuutta koesarjoissamme, erityisesti monikeskustutkimuksissa.



Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kayttomaarat ja 3R-soveltaminen
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kdyttomaarat eri vakavuusluokissa
seka kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa. Katso vakavuusluokittelun kri-
teerit: asetus 564/2013 Liite 3. KAYTETTY LUOKITTELU: SV4=vakava, SV3=kohtalainen, SV2=lieva, SV1=ei herdimistai.

Osahanke | Elain- Tavoit- Eldinmaara: Vakavuus- Millaista vakavin 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu vahentaa
/ Toimen- | laji teet saa- | Luvassa arvi- luokka: haitta oli? tai eldinten hyvinvointia parantaa?
pide vuttami- | oitu: yhteensa | Luvassa arvi- Oliko toistuva, mal- | Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jatkossa va-
nen 2100 rottaa ja | oitu / tosiasial- | lista aiheutuva vai hentamaan?
(+/-) 900 hiirtd/ tosi- | linen satunnainen
asiallinen
1 rotta + 2100/682 SV4/SV4 69%, - Tutkimus-suunnitelmien uudelleen arviointi ja
SV3 15%, SV2 tutkimuksen organisointi, tutkimuselainten ki-
11%, SV1 4% vunlievityksen ja nesteytyksen parantaminen.
1 hiiri + 900/171 SV4/SV4 12%, - Tutkimus-suunnitelmien uudelleen arviointi ja
SV3 26%, tutkimuksen organisointi, tutkimuselainten ki-
SV211%,5V1 vunlievityksen ja nesteytyksen parantaminen.
56%
2 rotta + 2100/53 SV4/SV4 79%, - Tutkimus-suunnitelmien uudelleen arviointi ja
SV115%, NB tutkimuksen organisointi, tutkimuselainten ki-
6% vunlievityksen ja nesteytyksen parantaminen.
3 rotta + 2100/303 SV4/SV4 89%, - Tutkimus-suunnitelmien uudelleen arviointi ja

SV3 10.5%, SV2
0.5%

tutkimuksen organisointi, tutkimuseldinten ki-
vunlievityksen ja nesteytyksen parantaminen.




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
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Aikaisempi paatepiste

X
Lyhyempi seuranta-aika X X - -
Pesdamateriaali X X X X
Lisalampo operoinnin jalkeen X X X X
Totuttaminen X X - -
Ravinto ja vitamiinien saannin lisda- | x X - X

minen/vahentaminen




YLEISTAJUINEN TIIVISTELM

A JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Sydamen solujen toimintaa ja solukuolemaa saatelevat signalointireitit

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Sydan, liikakasvu, signalointi, sydamen vajaatoiminta, solukuolema

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla
Translaatio- tai soveltava tutkimus Ei
Lakisaateinen 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 Kylla

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

Sydaninfarktin hoito on selvasti nopeutunut viime vuosien aikana,
mutta terapioiden teho verenkiertoelinten sairauksille on ollut riitta-
maton. Sydanlihaksen iskemian seurauksena osa sydanlihaksesta me-
nee kuolioon ja korvautuu ajan myoéta sidekudoksella.

Terveena sdilyneen sydamen lisddantynyt seindamakuormitus aiheuttaa
sydanlihassolujen liikakasvua ja voi my0s johtaa syddmen sidekudoksen
(fibroosin) lisdantymiseen ja syddmen vajaatoimintaan. Talla hetkella
syddamen vajaatoimintaan kaytossa olevat terapiat vahentavat syda-
men kuormitusta riippumatta taudin syista.

Olisikin tarkea pystya identifioimaan sydamen hypertrofian, fibroosin ja
vajaatoiminnan syntymisen kannalta keskeiset signaalinsiirtoreitit, jotta
niihin voitaisiin kehittaa tehokkaampia ladkehoitoja.

Hankkeesta saatava mah-
dollinen hyoty (kuinka
tiede edistyisi, kuinka ih-
miset tai eldimet voisivat
hyotya hankkeen tulok-
sista)

Taman eldinkokeen tarkoitus on selvittda signaalireitteja, joiden saate-
lyyn vaikuttamalla voitaisiin lievittda sydankudoksen vauriota sydanin-
farktissa sekd estaa sydamen fibroosin ja hypertrofian kehittyminen.
Hiirille indusoidaan sydamen vasemman kammion toiminnan heikkene-
mista ja fibroosia kokeellisen sydaninfarktin, poikittaisen aortan ah-
tauttamisen, angiotensiini ll-infuusion, alkoholin tai solukuolemaa ai-
heuttavien syopaladkkeiden avulla.

Kaytettavat eldinlajit ja
elainmaarat

Hiiri 5940, rotta 368

Ennakoidut haitat elai-
mille, arvioidut vakavuus-
luokat, eldinten kohtalo
toimenpiteen paatyttya

Syddamen toiminnan ohimeneva tai pysyva heikkeneminen. Eldimet lo-
petetaan kokeen paattyessa.

Vakavuusluokat: ei haittaa, lieva tai kohtalainen

3R-menetelmien soveltami

nen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Repla-
cement

Miksi eldimia on kaytet-
tdva tdssa hankkeessa ja
miksi korvaavaa menetel-
maa ei voi kdyttaa?

Tutkimuksen tarkoituksena on selvittda patologisen sydamen vajaatoi-
minnan kehittymiseen vaikuttavia signalointimekanismeja ja spesifisten
signalointireittien modifikaatioiden vaikutusta niihin. Siksi ongelman
tarkasteluun tarvitaan kokonainen, toimiva elimistd. Soluviljelymalleja
kaytetdaan taydentavana menetelmana soveltuvin osin. Ne kuvastavat
kuitenkin tilannetta vain eristetyssa solussa tai sydamessd, eika vaiku-
tuksia koko verenkiertoelimiston kannalta voida selvittaa.




2. Vahentaminen - Re- Koesarjoihin valitaan optimaalinen maara eldimia tutkimuksen luotet-
duction tavuuden takaamiseksi. Kokeeseen kaytettdvien eldinten lukumaara ra-
Kuinka on varmistettu, jataan mahdollisimman pieneksi.

etta eldaimia kaytetaan
mahdollisimman vahan?

3. Parantaminen - Refi- a) Hiiri- ja rottamalleilla suoritetut tutkimukset ovat vertailukelpoisia
nement erilaisilla poisto- tai siirtogeenisilla eldimilla suoritettujen tutkimusten
a) Perusteet eldinlajin va- | kanssa.

linnalle. b) Hiiri on kokonsa ja elinikdnsa puolesta paras vaihtoehto taman tyyp-

b) Miksi valittu eldainmalli | pisiin perustutkimuksen kokeisiin. Rotan etuna hiireen verrattuna on
on paras tieteellisten ta- | tarkempi sydamen toiminnan ja rakenteen analyysi sydamen kaikuku-
voitteiden kannalta? vantamisen avulla.

c) Miten eldimille aiheu- | c) Nukutus- ja kivunpoistomenetelmat on suunniteltu mahdollisimman
tettu haitta on tarkoitus | hyvin toimenpide huomioon ottaen. Eldinten hyvinvointia seurataan ti-
minimoida? heasti paitsi koe-eldinhoitajien, myods tutkijoiden toimesta. Yleensa jo
ensimmaisen toimenpiteen jalkeisen vuorokauden aikana ndkee, miten
eldin toipuu toimenpiteesta. Tutkimusryhmallamme on runsaasti koke-
musta nadista toimenpiteista rotilla ja hiirilla.

Hankkeesta ei tehda / KYLLA
tehdaan takautuva arvi-
ointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 6.2.2021. Tark EK 16.2.2021 OK.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Taman eldinkokeen tavoitteena oli selvittaa signaalireitteja, joiden saatelyyn vaikuttamalla voitai-
siin lievittda sydankudoksen vauriota sydaninfarktissa seka estaa sydamen fibroosin ja hypertro-
fian kehittyminen infarktivaurion jalkeen tai syddmen painekuormituksessa. Hiirille indusoitiin sy-
damen vasemman kammion toiminnan heikkenemista ja fibroosia kokeellisen sydaninfarktin, poi-
kittaisen aortan ahtauttamisen, angiotensiini ll-infuusion tai solukuolemaa aiheuttavien sy6paldaak-
keiden avulla. Tutkimme myds miten tietyt sydamen patologisissa mekanismeissa osalliset signaa-
lireitit sdatelevat sydamen normaalia kasvua fyysisessa rasituksessa.

Olemme kyseisia malleja seka soluviljelymenetelmia hyodyntaen identifioineet useita signaalinvali-
tysreitteja, jotka osallistuvat sydanvaurioiden kehittymiseen eri tilanteissa. Olemme myds kokeelli-
sesti targetoineet naita signaalireitteja syddankudoksen vaurion vahentamiseksi. Kaytetyt eldinmal-
lit ovat kirjallisuuden ja kokemamme perusteella sopivin olemassa olevista malleista tutkimaan ky-
seisid sydanmuutoksia. Selvitettdessa patologisen syddmen vajaatoiminnan kehittymiseen vaikut-
tavia signalointimekanismeja ja niiden muokkauksen vaikutusta, ongelman tarkasteluun tarvitaan
kokonainen, toimiva elimist6. Pelkdstaan soluviljelymallien avulla ei vaikutuksia koko verenkier-
toelimiston kannalta voida selvittaa. Hiiri- ja rottamalleilla voimme hyédyntaa signaalireittien tut-
kimisessa poisto- tai siirtogeenisia eldimia, ja tulokset ovat vertailukelpoisia muiden geenimuun-
nelluilla hiiri- tai rottamalleilla tehtyjen tutkimusten kanssa. Kdytdmme osin perinteisid menetel-
mia vahemman haitallisia malleja, esimerkiksi kokeellinen sydaninfarkti hiirelle tehddan paljasta-
malla sydan kylkiluuvalista eika perinteisen rintakehan avaamisen avulla, jolloin eldimelle koituva



haitta on vahdisempi. My0s osa painekuormituskokeista voidaan korvata farmakologisin menetel-
min.

2. Millaista haittaa?

Sydamen kirurgisista operaatioista (infarktimalli tai aorttaa kaventava painekuormitusmalli) aiheu-
tuu huomattava sydamen toiminnan heikkeneminen ja aaritapauksissa dkkikuolema. Sydamen ult-
raddnitutkimuksella voidaan havaita selked sydamen pumppaustoiminnan heikentyminen. Koe-
mallilla operoidut hiiret ovat aina vakavaluokitukseen kuuluvia vaikkei ulkoisia haittoja ilmenisi-
kdan. Operoidut hiiret toipuvat toimenpiteestd nopeasti ja ovat padsaantoisesti ulkoisesti aktiivisia
ja hyvinvoivia. Osalla kuitenkin ilmenee heikkoutta tai toimenpiteesta johtuvaa kuolleisuutta.

Noin neljasosa infarktioperoiduista hiirista kuolee joko anestesiassa operaatiosta aiheutuvaan ve-
renvuotoon tai hengityskomplikaatioihin, muutaman paivan kuluttua operaatiosta sydamen va-
semman kammion repeytymisen tai rytmihairion vuoksi dkillisesti, keuhkotoiminnan heikentymi-
sestd johtuvaan hengitystoiminnan akilliseen lamaantumiseen tai myéhemmin sydamen vajaatoi-
minnan keuhkokomplikaatioihin. Eri hiirikannoilla ilmenee erilaisia sydaninfarktista johtuvia ongel-
mia ja siksi eri hiirikantoja my&s kaytetaan infarktivaurion mekanismien tutkimiseksi. Osa ongel-
mista on akillisia ilman ennakkovaroitusta ilmenevia, mutta osa oireista voidaan tunnistaa ja osa
hiiristd joudutaankin lopettamaan ennenaikaisesti. Myos sydamen painekuormitusmalliin liittyy
vastaavanlaista operaation aikaista tai sen jalkeista kuolleisuutta. Tosiasialliset haitat olivat odote-
tunlaisia, mita on kirjallisuudessa kuvattu ja aiemmin havaittu.

Hankeluvan kokeissa kdytettiin yhteensa 470 eldinta, joista 166 vakavaluokituksen alla. Eldimista
11 jouduttiin lopettamaan ennenaikaisesti lopetuskriteerien takia, mukana luvussa on myds muun
kuin koetoimenpiteen takia lopetetut. Operoiduista eldimista 43 kuoli koetoimenpiteen aikana tai
sen seurauksena (anestesiassa kuolleet on voitu luokitella myos alempiin vakavuusluokkiin).

3. 3R-mahdollisuudet

Korvaavat menetelmat. Sydanlihasvaurion ja syddmen vajaatoiminnan kehittymiseen seka syda-
men fysiologiseen kasvuun vaikuttavat solujen fyysinen kuormitus kuten venytys, autonominen
hermosto seka kiertdavat humoraaliset tekijat. Ne aiheuttavat muutoksia sydanlihassolujen, syda-
men sidekudossolujen, endoteelisolujen seka tietyissa tilanteissa tulehdussolujen toimintaan. Jois-
sain tilanteissa solumallit soveltuvat yksinkertaisten kysymysten selvittamiseen, mutta tutkittavien
ilmididen tutkiminen vaatii kokonaisen elimiston.

Ei-kirurgisiin sydantautimalleihin liittyy pienempi kuolleisuus. Hyédynnamme myo6s farmakologista
painekuormitusmallia, mutta koemallit mallintavat erilaista kudospatologiaa, joten ne eivit ole
suoriltaan vaihtoehtoiset menetelmat. Otamme kaytt6on myds taydentavan ei-kirurgisen sydan-
sairausmallin etenkin sydamen fibroosin tutkimiseen. Oletamme sen aiheuttavan vihemman tai
lievempia hyvinvointiongelmia. Kdytamme myds soluviljelykokeita tadydentdvind malleina.

Eldinten maaran vahentaminen. Koesarjoihin valitaan optimaalinen maara eldimia tutkimuksen
luotettavuuden takaamiseksi. Kokeeseen kaytettdvien eldinten lukumaara rajataan mahdollisim-
man pieneksi. Vakiintuneissa malleissa voimalaskelmien kadytto tarvittavan eldinmaaran valintaan
on mahdollista.



Osa naytteistd saadaan yhteistyosta toisen laboratorion kanssa, jotka tutkivat muita kudoksia mal-
leissa, jotka aiheuttavat myos mahdollisia sydanmuutoksia. Omissa kokeissa muutosten tutkimi-
nen myos muissa kudoksissa lisda tutkimustulosten hyodynnettavyytta ja validiutta.

Eldinten totuttaminen kasittelystressin vahentamiseksi todennakoisesti vahentaa tarvittavien
elainten maaraa ja parantaa tutkimusten luotettavuutta. Hiiret ovat hyvin rauhallisia ja yhteistyo-
kykyisia muutaman kasittelykerran ja positiivisen palkitsemisen jalkeen.

Hyvinvoinnin parantaminen. Tutkimme tiettyja sydanmuutoksia varhaisessa vaiheessa patogenee-
sia, jolloin lopetuspiste on aiemmin.

Hiirten totuttaminen kasittelyyn vahentaa niiden kokemaa kasittelystressia.

Toimenpiteiden jalkeen tehostettu hoito (lampohuone, nesteytys tarvittaessa ja normaali kipulaa-
kitys) saattaa parantaa selviamista seka yleensa parantaa vointia. Kipuldakityksen voi antaa myos
juomavedessa tai pahkinavoissa mika vahentaa kasittelyn ja pistosten tarvetta.

3R-periaatteita voisi ehka edistdaa jakamalla tutkijoiden havaitsemat ja kirjaamat kaytannoét erilli-
selle listalle tiivistetysti esim. ELLA:n sivuille. Tutkimusten tiivistelmissa oli kayttokelpoista tietoa
mutta harva viitsii lukea pitkia raportteja ja etsid 3R-keinoja tekstin keskelta. Olisi hyva, etta eri yli-
opistojen havaitsemat hyvat kaytannot tulisivat kaikkien tutkijoiden tietoon.

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 kri-
teerit: 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 jatkossa
(+/-) allinen / tosiasiallinen | heutuva vai satunnainen vahentamaan?
OH1 hiiri, + 1884/ 301 sv4/ Koetoimenpiteesta joh- kasittelystressin vahentaminen eldinten to-
rotta SV1 n=15 tuva heikkous ja kuolema | tuttamisella. eldinten tehostettu hoito toi-
SV2 n=115 tai ennenaikainen lopetus | menpiteen jalkeen: lampohuone, nesteytys,
SV3 n=99 lopetuskriteerien taytyttya | kipuldakitys pahkinavoissa
SV4 n=72
OH2 hiiri, + 2224/ 127 sva/ Infarktista aiheutuva akki- | kasittelystressin vahentaminen eldinten to-
rotta SV1 n=22 kuolema tai ennenaikai- tuttamisella. eldinten tehostettu hoito toi-
SV2 n=20 nen lopetus lopetuskritee- | menpiteen jalkeen: [amp&huone, nesteytys,
SV3 n=1 rien taytyttya kipulaakitys, kipulaakitys pahkinavoissa
SV4 n=84
OH3 hiiri + 560/ 32 Sv3/ Juoksusta aiheutuva fyysi- | kasittelystressin vahentaminen eldinten to-
SV1 n=3 nen rasitus terveilld hiirilla | tuttamisella. juoksuharjoittelussa hiirimaarat
SV2 n=7 pienet. hiirten palkitseminen.
SV3 n=22
OH4 hiiri + 1000/ 10 sv4/ kuolema mahaletkutuksen | kasittelystressin vahentaminen eldinten to-
SV4 n=10 vuoksi. tamoksifeenista tai | tuttamisella. pienille vilkkaille hiirille (21-24g)
tutkittavasta aineesta ai- ladkeaineen annostelu i.p. turvallisempi tapa
heutuva heikkous ja kuo- kuin intragastrinen anto. jos tutkittava aine
lema aiheuttaa heikkoutta, aineen annostelun ly-
hyt tauotus (ellei hairitse koeasetelmaa)
OH5 hiiri na 640/ 0 Sv3/ - -

ei kokeita




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
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Aikaisempi paatepiste X X - -
Lyhyempi seuranta-aika X X - -
Pesdamateriaali X X X -
Lisalampo operoinnin jalkeen X X X X
Totuttaminen X X X X




YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Hereilld olevilla rotilla tehtdva toiminnallinen magneettikuvan-
taminen traumamallissa

Hankeluvan kesto 3 vuotta

Avainsanat magneettikuvaus, EEG, trauma

Hankkeen tarkoitus Perustutkimus Kylla, 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

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

Traumaattinen paanvamma aiheuttaa potilaissa usein vakavia
kroonisia muutoksia (mm. epilepsia, masennus, kognitiiviset
ongelmat), joita ei talla hetkella pystytda ennustamaan eika hoi-
tamaan.

Hoitojen kehittamisen kannalta on ensiarvoisen tarkeas, etta
oireistolle |6ytyy non-invasiivisesti mitattavat biomarkkerit. Ku-
vantaminen voi mahdollistaa tulevaisuudessa myos potilaiden
yksil6llisen hoidon, mika on valttamatonta koska paanvamman
jalkeinen taudinkuva vaihtelee erittdin paljon riippuen iskun
paikasta, tyypista ja voimakkuudesta.

Toiminnallinen magneettikuvantaminen (fMRI) on monipuoli-
nen kuvantamismenetelma, joka mahdollistaa aivojen toimin-
nan tutkimisen kehoon kajoamatta, hyvalla aika- ja paikkatark-
kuudella. Eldimilla tehtavissa fMRI-kokeissa nukutusaineet ovat
kuitenkin merkittava haittatekija, koska ne muokkaavat voimak-
kaasti aivojen perustoimintaa, vaikuttaen tutkimustuloksiin.

Tasta syysta tassa hankkeessa hyodynnetdan uudenlaista me-
netelmaa, joka mahdollistaa fMRI-kuvantamisen hereilla ole-
villa rotilla. Kartoitamme em. menetelmalla aivokuorivaurion
aikaansaamia toiminnallisia muutoksia aivoissa, mahdollista
epilepsian kehittymista ja mahdollisia uusia diagnoosi- ja/tai
hoitokohteita.

Tutkimuksissa kaytamme fMRIn lisdksi elektroenkefalografiaa
(EEG) epileptisten kohtausten tunnistamiseksi; EEG tarjoaa
erinomaisen aikaresoluution aivojen sahkdisen toiminnan tutki-
miseen fMRIhin verrattuna. Positroniemissitomografian (PET)
avulla pystymme kartoittamaan aivojen tulehdustilan aivokuori-
vaurion jalkeen. Lisaksi Neuroscore-motoriikkatestilla tutkimme
rottien liikkuvuutta vaurion jalkeen.

Hankkeesta saatava mahdollinen
hyoty (kuinka tiede edistyisi,

Hereilld olevilla ja aivokuorivauriota mallintavilla rotilla tehtava
MRI-tutkimus palvelee epilepsian varhaisvaiheen diagnosointia,
ja biomarkkerien l0ytamista seka lisdd ymmarrysta aivojen




kuinka ihmiset tai eldimet voisi-
vat hy6tya hankkeen tuloksista)

toiminnan muutoksista vasteena aivokuorivaurioon. Lisdksi he-
reilla olevilla eldimilla saadut tulokset ovat paremmin siirretta-
vissa kliiniseen kayttoon (verraten tutkimuksiin, joissa on kay-
tetty nukutusaineita).

Kaytettavat eldinlajit ja
elainmaarat

Rotta, 70 eldinta

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

Tutkimuksissa eldaimille ennakoitu kokonaishaitta on vakava.
Eldimet totutetaan ensin olemaan hereilla MRI-laitteen kopio-
ymparistdssa. Hereillad tehtavan kuvantamisen on todettu ai-
heuttavan stressia, mutta koulutuksen myoéta stressitaso kui-
tenkin vdahenee jo muutamien paivien jalkeen. Eldimet ovat he-
reilla kopioymparistdssa tai MRI-laitteen sisalla kiinnitettyina
pehmustettujen tukien avulla, siten etta eldinten vapaa hengi-
tysliike ei esty. MRI-mittauksen aikana eldimet ovat lepotilassa
(ei ulkoista arsyketta).

Eldimille aiheutetaan aivokuorivaurio (fluid percussion-model)
syvassa nukutuksessa. Vamman jalkeisen seurantajakson aikana
osa eldimista voi saada haitaltaan lievia tai kohtalaisia epilepti-
sia kohtauksia. Eldimia pidetaan verkkovaliseinilla varustetuissa
parihdkeissa koko tutkimusjakson aikana mika mahdollistaa
eladinten valisen vuorovaikutuksen ja vahentda huomattavasti
eldinten kokemaa kokonaisstressia (vrt. yksittaishakki).

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Tavoitteena on kehittdd MRl menetelmia koko aivot kattavaan
tutkimukseen, jolloin tietokonesimulaatiot, solu- tai leiketutki-
mukset eivat pysty tarjoamaan vaihtoehtoa.

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

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

3. Parantaminen - Refinement

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

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

a/b) MRI-tutkimuksia on tehty useilla eri eldinlajeilla (kddelliset,
kissat, rotat, hiiret). Rottia kdytamme niiden hyvan saatavuu-
den seka hyvin tunnetun fysiologian ja anatomian vuoksi. Rotat
ovat helpompi kuvauskohde verrattuna hiiriin suurempien aivo-
jen vuoksi. Rotille olemme myos kehittaneet aiemmin hereilla
olevan kuvausmenetelman.

c) Eldinten fysiologisia toimintoja ja liikkeitd seurataan toimen-
piteiden ajan, jotta voidaan varmistua stressin tasosta. Leik-
kauksien aikana eldimet ovat syvdssa nukutuksessa, ja eldimille
annetaan tarvittavat kipuldakkeet.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA




TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

Saapumispvm: 25.11.2020. Arviointi E.Kaliste 17.12.2020: OK.

1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli kerata tietoa aivokuorivamman aiheuttamista pitkaaikaisista aivojen ver-
kostointimuutoksista seka tulehdustilasta, jotka voisivat mahdollisesti selittada mm. epilepsian syn-
tymekanismeja ja toimia ennustavina diagnosointimarkkereina kliinisessa ymparistossa. Nain laa-
jaa verkostotason seurantatutkimusta ei ole aikaisemmin toteutettu eldinkokeissa. Lisaksi tavoit-
teena oli toteuttaa aivovamman muokkaamien aivoverkostojen kartoitus hereilld olevilla rotilla,
jolloin tyypillisesti kaytettdavien nukutusaineiden vakavat haittavaikutukset voidaan minimoida. He-
reilld olevien rottien kuvantaminen on yksikkdmme erikoisosaamista maailmanlaajuisella tasolla,
ja menetelmaa hyddyntamalla pystytadn saavuttamaan merkittavasti luotettavampaa aivojen ver-
kostotason aineistoa verrattuna nukutettuihin rottiin. Lisdksi yhtena tavoitteena oli kerata yksi laa-
jimmista aineistoista toiminnallisen magneettikuvantamisen alalla, etenkin hereilla olevien elain-
ten kontekstissa.

Hanke aloitettiin suunnitelman mukaisesti taysin hereilla olevilla eldimilla tehdyilla magneettitutki-
muksilla. Muutaman kuukauden kuluttua aloituksesta arvioimme jo keratyn aineiston laatua, ja
totesimme mittausten aikaisen liikkeen vaarantavan tulosten tilastollisen luotettavuuden pitkassa
seurantatutkimuksessa. Liiketta esiintyi perustason mittauksissa, jo ennen varsinaista aivokuori-
vauriota. Magneettitutkimuksen aikainen liike tekee aineistosta lahes kayttdkelvotonta, joten liik-
keen minimointi on teknisista syista darimmaisen tarkeaa. Jotta emme vaarantaisi suurta ja tyo-
lasta tutkimuskokonaisuutta, paatimme siirtya kevyesti nukutettuihin eldimiin, ja aloitimme koe-
sarjan alusta. Kevyt nukutus minimoi eldinten liikkeen ja samalla lievittaa merkittavasti eldimen
kokemaa kokonaishaittaa. Kompromissina, tiettyjen aivoalueiden verkostoitumismuutokset eivat
ole valttamatta havaittavissa, mutta kokonaisuuden kannalta taman katsottiin olevan hyvaksyttava
tekija. Muilta osin hankkeen tutkimukset suoritettiin suunnitellusti ja haluttu aineisto saatiin kerat-
tya.

Lopullisten johtopdatosten vetaminen on viela liian aikaista, koska usealla eri menetelmalla kera-
tyn aineiston yhdistaminen ja analysointi on viela kesken. Analysointi on alalle tyypillisesti hyvin
haastavaa, ja oletamme etta lopulliset tulokset saadaan 1-2 vuodessa. Tasta huolimatta alustavat
tulokset osoittavat, ettd ldhtotasolla mittausaineiston laatu on osittain jopa odotettua parempaa,
ja tahan liittyva ensimmainen tieteellinen julkaisu on jo tyon alla. Mahdollisuudet havaita aivojen
verkostorakenteen muutoksia aivovamman seurauksena ovat siis hyvat. Alustavat analyysimme
viittaavat kuitenkin myos siihen, etta epileptiset kohtaukset jaivat hankkeessa vahaisiksi. Tama on
erittain positiivinen tekija rottien hyvinvoinnin kannalta, mutta negatiivinen tekija epilepsiatutki-
muksen osalta. Asia on kuitenkin varmennettava vield tarkemmalla aineiston analysoinnilla seu-
raavien vuosien aikana.

Hereillad olevilla eldimilla tehtava magneettitutkimus oli yhdistetty ensimmaista kertaa aivokuori-
vamman eldinmalliin. Kuten jo ylld todettiin, taysin hereilla olevien eldinten liike mittausten aikana
oli arviomme mukaan hieman liian suurta ja saattaisi vaarantaa tutkimustulosten tilastollisen te-
hon. Tasta syysta teimme menetelmiimme hienosaatod, joka osoittautui lopussa hyvaksi ratkai-
suksi. Kysymykseen, oliko aivokuorivammamalli hankkeeseen sopiva, on vield vaikea antaa vas-
tausta. Aineiston laajuus ja maara ovat alustavan analyysin perusteella hyvalla tai erittdin hyvalla
tasolla, ja aivokuorivaurion aiheuttamat aivomuutokset pystytdan hyvin todennakdisesti



havaitsemaan ja julkaisemaan. Toisaalta vahaiset epileptiset kohtaukset vievat epilepsiatutkimus-
osuudelta tilastollista tehoa, mutta tama tekija voi vield muuttua myohemmin tarkemmassa ana-
lyysissa.

2. Millaista haittaa?

Hankkeessa kaytettiin 147 rottaa (luvissa yhteensa sallittu 152). Eldinten kokema haitta oli paaasi-
assa hankesuunnitelmassa esitettyjen arvioiden mukaista. Hankkeen vakavin toimenpide oli kiis-
tatta aivokuorivaurion aiheuttaminen, josta eldimelle koituu kohtalaista-vakavaa haittaa (paaasi-
assa heikko yleiskunto, rajoittunut liikkkuminen, painon lasku, vahadinen turkin puhtaana pito, vai-
mea aantely kasiteltdaessa) n. viikon toipumisjakson aikana. 72 %:lle hankkeen eldimista haitta luo-
kiteltiin vakavaksi aivokuorivaurion takia. Loput hankkeen eldimista (28 %) altistuivat enintdan
kohtalaiselle haitalle, ja ne kadytettiin mm. kirurgiseen harjoitteluun terminaalianestesiassa tai
magneettikuvausmenetelman optimointiin, tai eldimet liikkuivat lilkaa perustason magneettiku-
vauksen aikana, jonka vuoksi ne jouduttiin hylkddmaan varsinaisesta tutkimuksesta.

Alustavan arviomme mukaan hankkeessa kaytetyn vakavan tautimallin seurauksena n. 30 % rotista
menehtyy tai tayttaa lopetuskriteerit pian leikkauksen jalkeen. Todellisuudessa 10.7 % eldimista3,
joille aivokuorivaurio tehtiin, kuoli operaatioon tai pian sen jdlkeen, ja 19.4 % eldimista lopetettiin
pian aivokuorivaurion jdlkeen lopetuskriteerien vuoksi (yleensa liian suuri painon lasku tai mag-
neettikuvista varmennettu epdonnistunut aivokuorivaurio). Yhteenlaskettu 30.1 %:n menetys tut-
kittavista rotista oli siis erittdin lahellad arviotamme (30 %). Voimme siis todeta, etta aivokuorivauri-
oon liittyvat toimenpiteet onnistuivat eldinten kokeman haitan kannalta oletetusti. Mikali eldimet
selvisivat toipumisjakson yli, ne kuntoutuivat paaasiassa hyvin ja olivat ulkoisesti hyvinvoivan ja
normaalin oloisia, eika niitad tarvinnut lopettaa seurantakuukausien aikana.

Hankkeen alkuperdinen suunnitelma oli toteuttaa magneettitutkimukset hereilla olevilla rotilla,
joista katsottiin aiheutuvan rotille lievaa-kohtalaista haittaa. Kuten tdman lomakkeen kohdassa 1
on jo mainittu, tutkimusteknisista syistd vaihdoimme menetelman kevyesti nukutetuilla rotilla teh-
tavadan magneettikuvaukseen, joka pienentda eldinten kokeman haitan aikaisemman kokemuk-
semme mukaan lievalle tasolle. Tutkimusteknillisien muutosten takia emme siis pysty kommentoi-
maan kokemuksiamme hereilld olevien paatraumaelainten kuvauksista, kuten takautuvassa arvi-
oinnissa oli pyydetty. Voimme kuitenkin todeta, etta magneettitutkimukset kevyesti nukutetuilla
traumaelaimilla sujuivat hyvin. Eldinten paino putosi odotetusti muutamia grammaoja parin ensim-
maisen koulutuspaivan aikana, jonka jalkeen painonkehitys normalisoitui. Positiivisena kannusti-
mena annostellut suklaamurot kelpasivat rotille erittdin hyvin, ja moni rotista selvasti odotti muro-
jen saantia tutkimuksen aikana. Muroja annettiin aina magneettitutkimusta ja siihen liittyvaa kou-
lutusta ennen ja jalkeen. Eldimet olivat helppoja kasitelld, ystavallisia ja leikkisia, ja tulivat oma-
aloitteisesti kouluttajan luo ja syliin. Vaikka rotille oli aiheutettu aivokuorivaurio ja niita oli koulu-
tettu magneettitutkimukseen, ei niissa esiintynyt arkuutta, pelokkuutta, aggressiivisuutta, tai pure-
mista. Aivokuorivaurion jalkeen rottien paalaki oli odotetusti arka, ja magneettitutkimuksessa kay-
tetty vastaanotinkela aseteltiin varoen rotan paan paalle jotta rotalle ei aiheutuisi ylimaaraista ki-
pua. Muihin fysiologisiin havaintoihin liittyen, huomasimme ensimmaisina koulutuspaivina rottien
lisdantyneen ulostusaktiivisuuden koulutuksen aikana, joka viittaa mahdollisesti stressireaktioon.
Olemme huomanneet tatd myos aikaisemmin muissa projekteissa. Myohempina koulutuspaivina
tata ei kuitenkaan havaittu, joka yhdessa muiden tekijoiden kanssa viittaa siihen, etta rotat tottui-
vat kuvaukseen hyvin. Yhtena tdman projektin yllatyksend huomasimme, etta osa rotista eritti por-
fyriinia koulutushetkien aikana. Tatda emme aikaisemmin ole selvasti havainneet. Asiasta



konsultoitiin eldinladkaria, joka totesi sen liittyvdan normaalisti stressireaktioon. Koska pian aivo-
kuorivaurion jalkeen rottien turkinhoito on heikentynytta, tutkijat putsasivat joissakin tapauksissa
eldinten silmanalusia kuivuneesta porfyriinista. Lautakunta oli edellyttanyt vastaamaan takautu-
vassa arvioinnissa myos erityisesti kysymykseen “Miten usein kuvantamisen aikana esiintyi vakavia
epilepsiakohtauksia?”. Tahan voimme todeta, etta epileptisia kohtauksia ei havaittu kertaakaan
kuvausten aikana, joka todenndkoisesti johtuu siitd, ettad jo pieni maara inhalaatioanesteettia, joka
kevyesti nukutetuille eldimille annostellaan, voi vaimentaa magneettitutkimuksen aikaiset epilepti-
set kohtaukset (Fukuda et al. 2013). Yhteenvetona voidaan todeta, ettd eldinten kokema haitta
magneettitutkimusten nakdkulmasta oli tosiasiallisesti merkittavasti matalampi kuin mita alkupe-
raisessa hankkeessa oli arvioitu.

Tassa tutkimuksessa otimme kayttoon, ensimmaista kertaa yliopistomme tasolla, rottien valisei-
nalliset ja kaksikerroksiset kaksoishakit. Hakkien merkityksesta rottien hyvinvoinnille on vaikea ve-
taa selkeita johtopaatoksia, mutta on perusteltua olettaa, etta rotat viihtyivat hakissaan paremmin
sosiaalisen kontaktin vuoksi. Esimerkiksi, kun kuvauksen jalkeen parihdkkiin tuotiin hakkikump-
pani, joka vield hieman toipui anestesiasta, oli hakissa oleva toinen rotta selvasti kiinnostunut hak-
kitoveristaan, seka viereiseen hakkiin annostelluista suklaamuroista. Nama tekijat viittaavat siihen,
etta tuplahakit mahdollistavat monipuolisemman ympariston rotille yksittdishakkeihin verrattuna.
Tuplahakkien kaksikerroksisuudessa havaittiin kuitenkin pieni ongelma. Kun nukutettu rotta ase-
tettiin hakin pohjakerrokseen, kiipesi se monesti heti herattydan toiseen kerrokseen, mutta kaatui
sielta alas ensimmaiseen kerrokseen koska oli viela tokkurassa nukutusaineen vaikutuksen takia.
Eli vaikka hakkien kaksi kerrosta mahdollistaa rotalle virikkeellisemman ymparistén, voi se joissain
tapauksissa olla rotalle hieman haitallinen ymparist6. Yksikerroksisessa hakissa tata ongelmaa ei
luonnollisesti ole.

Hankkeen muut toimenpiteet, kuten aivosahkokayran mittaus, kayttaytymistestit, ja nukutuksessa
tehtava positroniemissiotomografia, toteutettiin suunnitellusti, ja ndista arvioitu haitta rotille oli
myo0s tosiasiallisesti lievda. Muutamat rotat olivat kdyttaytymistestien aikana hieman jannittyneita
ja arkoja, ja pyrkivat tutkijan syliin niiden aikana. Tama oli odotettua aikaisemman kokemuk-
semme perusteella, ja oletamme taman johtuvan aivokuorivauriosta, joka oli aiheutettu rotalle
muutamaa pdivda aiemmin. Aivosahkokayramittausten aikana vain yhdelta rotalta irtosi implantti
spontaanisti. Lisaksi kahdelta rotalta implantti irtosi tutkijan/eldintenhoitajan kasittelyn aikana.
Kokonaisuuteen nahden implanttien irtoaminen oli siis erittdin vahaista.

3. 3R-mahdollisuudet

Tavoitteena on kehittda MRI-menetelmia koko aivot kattavaan tutkimukseen, jotka olisivat suo-
raan sovellettavissa kliiniseen kdyttoon, ja talloin tietokonesimulaatiot tai solu/leiketutkimukset
eivat pysty tarjoamaan vaihtoehtoa. Koska ihmiskokeet eivat tule kyseeseen, emme valitettavasti
nde vaihtoehtoista tapaa toteuttaa kyseista tutkimusta.

1) Eldinten maaran vihentdminen

Tutkimusryhmamme on osoittanut, ettd nukutusaineet vaikuttavat suuresti aivojen verkostoraken-
teiden havaitsemiseen. Kayttamalla hereilld olevia tai vain kevyesti nukutettuja eldaimia nukutusai-
neiden haittavaikutukset voidaan minimoida. Mita nopeammin tutkijat siirtyvat kayttamaan enin-
taan kevyesti nukutettuja elaimid, sita nopeammin eldinkokeissa saavutetut tulokset ovat parem-
min toistettavia ja vertailtavissa ihmiseen. Isossa kuvassa tama merkitsee vihemman eldinkokeita,
kun aikaisempia nukutetuilla eldimilld saavutettuja tuloksia ei tarvitse varmentaa erikseen hereilla
olevilla eldimilla, jotta voidaan poissulkea nukutusaineiden mahdolliset vaikutukset tuloksiin.



Lisaksi hereilld olevat tai kevyesti nukutetut rotat voidaan mitata useamman kerran, joka vahentaa
eldinmaaraa merkittavasti verrattuna esim. terminaalianestesiassa tehtaviin tutkimuksiin.

Aivokuorivauriomallin tekninen onnistuminen on kohta, jota optimoimalla kokonaiseldinmaaraa
voi teoriassa alentaa. Pienempi hajonta yksildiden valilla ja matalampi kuolleisuus vaikuttaisivat
suoraan tarvittavaan eldainmaaraan positiivisesti. Kdytanndssa malli on kuitenkin haastava toteut-
taa tasmalleen samalla tapaa jokaiselle eldaimelle, ja kdytannon toteutus harjaantuukin kokemuk-
sen karttuessa operaation suorittavalla henkilolla.

Hankkeessamme kerattiin valtava maara aineistoa useilla eri menetelmilla (magneettikuvaus, posi-
troniemissiotomografia, aivosahkokayra, ja kayttaytymiskokeet), ja arvioimme etta hankkeeseen
kaytetyt rotat hyddynnettiin erittdin hyvin, joka vahentaa kokonaiseldinmaaraa isossa kuvassa.

2) Hyvinvoinnin parantaminen

Rotat olivat tassa hankkeessa alusta alkaen korkeissa parihdkeissa, joka sallii sosiaalista vuorovai-
kutusta hakkikaverin kanssa. Tyypillisesti rottia on pidetty tdllaisissa tutkimuksissa omissa hakeis-
saan rottien turvallisuuden vuoksi (esim. epileptiset kohtaukset ja heikkokuntoinen rotta vs. pa-
rempikuntoinen rotta yhdistettyna aggressiiviseen kayttdaytymiseen tai vastakkainasetteluun). Kak-
soishdkeissa rotat mahtuvat seisomaan hakeissaan, liikkumaan kahden eri kerroksen valilla ja vuo-
rovaikuttamaan hakkikaverin kanssa reiallisen valiseinan lavitse. Nama tekijat oletettavasti paran-
tavat rottien hyvinvointia.

Aivokuorivaurion aiheuttamisen jalkeen rottia seurattiin tiiviisti seka tutkijoiden etta eldintenhoi-
tajien toimesta (myos viikonloppuisin). Kipuldaakkeet, nesteytys, ja tarvittaessa puuromainen ruoka
annosteltiin sdanndllisesti, jotta rottien palautuminen olisi mahdollisimman nopeaa ja tehokasta.
Suurin osa rotista toipui hyvin. Rotilla oli riittava aika palautua aivokuorivaurion jalkeen ennen ke-
vyesti nukutettuina tehtyja mittauksia. Inhimillisten lopetuskriteerien tiukentaminen ei nakemyk-
semme mukaan lisda rottien hyvinvointia merkittavasti aivokuorivaurion jalkeen. Esim. painon
lasku >20 % on vain 1-3 paivaa kestava tila ja erittdin yleista kyseisessa mallissa. Mikali rajaa tiu-
kennettaisiin esim. 20 %:iin, niin suuri osa rotista jouduttaisiin lopettamaan vain muutaman paivan
painovajeen takia, ja lisdksi hankkeeseen kohdennettu eldinmaara jouduttaisiin moninkertaista-
maan, mika ei ole kokonaiskuvassa jarkevaa. Lisaksi rotilla on vahva kipuldaakitys ensimmaisen pai-
vien ajan, jolloin niiden kokemaa haittaa on pienennetty merkittavasti.

Kevyesti nukutettujen rottien magneettikuvauksessa rotille annettiin positiivinen kannustin (suk-
laamuroja) ennen ja jalkeen toimenpiteen. Rotat aseteltiin huolellisesti pehmustettuun kuvausteli-
neeseen, ja esteetdn hengitys varmistettiin. Vesikiertoinen lammitys piti eldintelineen lampimana
kuvausten ajan. Rotat totutettiin suunnitelman mukaan asteittain mittaukseen, joka minimoi rot-
tien kokeman stressin. Rottien silmille asetettiin siimageelia kuivumisen estamiseksi. Lisaksi kevy-
esti nukutetuilla rotilla koulutuskertoja tarvitaan vahemman kuin taysin hereilla olevilla rotilla, jol-
loin rottien kokema kokonaishaitta pieneni. Yleisesti ottaen, rottien hyvinvointiin magneettitutki-
musten aikana kiinnitettiin paljon huomiota, silla rotan kokemat epamukavuudet esiintyvat koke-
muksemme mukaan lisdantyneena liikkeend, joka on haitallista kuvauksen onnistumisen kannalta.

Hereilld olevien eldinten kuvaustekniikoita on mahdollista kehittdaa edelleen. Ryhmamme tekee
jatkuvasti kehitystyota esim. paasta kiinnitettyjen rottien kuvantamisen parissa, joka onnistues-
saan mahdollistaa entista stressittdtmamman kuvausmenetelman rotille.



Taulukko 1. Eldimille aiheutettu haitta, eldinten kayttomaarat ja 3R-soveltaminen
Tiedot on annettava koko hankkeen osalta. Listaa taulukkoon osahankkeet ja/tai toimenpiteet, kerro eldinten kdyttomaarat eri vakavuusluokissa seka
kaytetyt 3R-keinot. Jatka taulukkoa tarvittaessa. Taulukko julkaistaan hankkeen yleistajuisessa tiivistelmassa. Katso vakavuusluokittelun kriteerit: asetus
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Osahanke / Eldin- Tavoitteet | Elainm&dara: | Vakavuus- Millaista vakavin haitta | 3R-keinot: miten eldinmaaria on voitu vihentaa tai
Toimenpide laji saavutta- | Luvassa arvi- | luokka: oli? eldinten hyvinvointia parantaa?

minen oitu / tosiasi- | Luvassa arvioitu | Oliko toistuva, mallista | Miten haittaa pystyttiin/pystyttaisiin jatkossa vahen-

(+/-) allinen / tosiasiallinen | aiheutuva vai satunnai- | tamaan?

nen

Hereilla ole- Rotta, + 152 / 147 Vakava / Vakavin haitta, aivo- Aivotutkimukset tajuisilla eldimilla tuottavat luotetta-
villa rotilla teh- | Spra- Vakava (72 %), kuorivaurio, oli odotet- | vampaa tutkimusaineistoa, ja vertautuvat paremmin
tava toiminnal- | gue- enintddn Kohta- | tua ja tautimallista ai- ihmiseen. Nain ollen eldinkokeiden kokonaismaara on
linen magneet- | Dawley lainen (28 %). heutuvaa. pienempi.
tikuvantami-
nen trauma- Samoista eldaimista kerattiin tietoa usealla eri mene-
mallissa telmalla, maksimoiden yksittaisen eldimen arvo. Eldi-

met olivat koko tutkimuksen ajan normaalia parem-
missa hakeissa, joka edesauttoi eldinten viihtyvyytta.
Aivokuorivaurion jalkeen eldimia hoidettiin huolelli-
sesti paivittdin. Lisaksi magneettitutkimukset tehtiin
kevyessa nukutuksessa, jotta eldinten kokema stressi
saatiin minimoitua.




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
sovellettava

Yleisesti sovellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Kaksikerroksiset parihakit X X

Kevyesti nukutettujen rottien magneetti- X X X

tutkimus, asteittainen totuttaminen

Monipuoliset tutkimusmenetelmat jokai- | x X X X
selle rotalle

Huolellinen seuranta ja hoito aivokuori- X X X X

vaurion jalkeen (punnitus kahdesti pai-
vassa, erityisruokinta, kipulaakitys)




