2021-2022 YLEISTAJUISET TIIVISTELMAT JA TAKAUTUVAT ARVIOINNIT
TUTKIMUSHANKKEISTA, JOISTA LAUTAKUNTA ON MAARANNYT ARVIOIN-
NIN TEHTAVAKSI HANKKEEN PAATYTTYA

Hankkeet on hyvaksytty vuosina 2017-2019. Takautuva arviointi tehddaan hankkeen paatyttya. Jos
hanke on saanut luvalleen jatkoaikaa, arviointi tehdaan taman paatyttya.

1 -YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Ladkeaineiden tehon testaaminen Huntingtonin taudin preklii-
nisissa tautimalleissa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Huntingtonin tauti, ladketutkimus, prekliininen

Hankkeen tarkoitus

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

Lajien sdilyttdminen Ei
Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei
Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

Huntingtonin taudin hoitoon ei ole olemassa tehokkaita ladke-
aineita. Huntingtonin tauti aiheuttaa potilaille ja heidan omaisil-
leen karsimysta ja taudeista koituu yhteiskunnalle huomattavia
kustannuksia. Yritys tarjoaa laakekehitys-teollisuudelle invivo -
eldainmalleja lupaavien ladkeaineiden prekliiniseen testaukseen.
Tavoitteena on edesauttaa potentiaalisten lddkeaineiden ete-
nemista kliinisiin kokeisiin.

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

Tavoitteena on kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja Hun-
tingtonin tautiin. Tutkimusmallien kaytto edistada myos Hunting-
tonin taudin mekanismien tutkimista, mikd edesauttaa uusien
ladkkeiden ja laakehoitomuotojen kehittamista.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri, 13 620 eldinta

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

Osa eldimistd, |ahinnd R6/2 kantaa olevat hiiret tulevat karsi-
maan geenimutaation aiheuttamista oireista, jotka voivat olla
voimakkaita. Haittaa aiheutuu myos tutkittavien aineiden tois-
tuvista annosteluista, mahdollisista kirurgista menetelmista, ve-
rindytteenotosta, kayttdytymistesteistd seka kuvantamisesta.
Tutkimuksen paatteeksi eldimet lopetetaan.

Vakavuusluokat: kohtalainen, vakava

3R-menetelmien soveltaminen - A

pplication of the 3Rs

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

1. Replacement

In vitro-mallit Huntingtonin taudin tutkimiseksi ovat hyvin rajal-
liset johtuen taudin moniuloitteisuudesta, kasittden seka peri-
feerisen etta keskushermostoon liittyvan patologian. Uusien

ladkkeiden todellista tehoa tai vastetta ja turvallisuutta voidaan




tutkia luotettavasti vain koe-eldinmalleissa ennen kliinisia ko-
keita. Myoskaan tietokonepohjaiset simulaatiot Huntingtonin
taudin tutkimuksessa eivat ole mahdollisia johtuen taudin me-
kanismien monimutkaisuudesta.

2. Vahentdaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta elai-
mia kdytetadn mahdollisimman
vdhan?

2. Reduction

Koeasetelmat ovat standardoituja ja niiden kdyton pohjana on
perusteellinen mallien validointity6. Validointityolla varmiste-
taan, ettd koe-eldinmalli kayttaytyy mallille kuuluvalla tavalla ja
antaa oikeanlaisen tautivasteen. Koeasetelmissa ryhman sisai-
nen variaatio minimoidaan mallivalidaatiotydlld, joka maaritte-
lee tilastollisesti tarvittavat ryhmakoot (voima-analyysi) ja joka
maarittaa koe-eldinten kdytén maaran kussakin koeasetel-
massa. Perusteellisen validaatiotyon ja tilastollisen voima-ana-
lyysin perusteella voidaan luotettavasti ennustaa soveltuvat
ryhmakoot, jotka minimoivat eldinten kdyton alimpaan mahdol-
liseen ilman ettd koeasetelman tilastollinen voima vaarantuu.

3. Parantaminen - Refinement

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

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

3. Refinement

Suurin osa Huntingtonin taudin eldinmalleista on kehitetty jyrsi-
joissa, etenkin hiirissa. Jyrsijoissa havaitut taudin mekanismit,
vasteet nykyisille 1adkkeille ja eldainten kdyton maara suhteessa
saatavaan informaatioon lddkeaineen tehosta ja turvallisuu-
desta ovat hyvat. Alemmilla selkarankaisilla tai in vitro-menetel-
min ei voida saada samanlaista tietoa uusien ladkeaineiden te-
hosta, koska kyseiset menetelmat eivat ole standardoituja ei-
vatka yleisesti hyvaksyttyja ja kdytettyja. Taman lisaksi naista
menetelmistd ei ole saatavissa tietoa talla hetkelld kaytettyjen
ladkeaineiden vasteista, joita voitaisiin kayttaa verrattaessa uu-
sista ladkeaineista saatavia tuloksia.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Ladkeaineiden tehon testaaminen Huntingtonin taudin prekliinisissa tautimalleissa

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisaltda vakavia toimenpiteita
Kaytetdaan apinoita
Muu peruste

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli edesauttaa potentiaalisten Huntingtonin taudin |ddkeaineiden etene-
mista kliinisiin kokeisiin. Kaytetyt eldinmallit toimivat odotetusti ja antoivat luotettavia tuloksia

ladkeaineiden tehokkuudesta. Tutkimusmallien kdyttoé edisti myds omalta osaltaan tietoutta Hun-
tingtonin taudin mekanismeista, mika edesauttaa jatkossa uusien lddkkeiden ja lddkehoitomuoto-
jen kehittamista.

Lupa oli haettu 4 eri osahankkeelle, joista ainoastaan yhdelle oli tarvetta (Tehotutkimus, farmako-
kineettinen ja MTD-tutkimus), jossa tutkittiin 1adkeaineiden vaikutusta hiirten kayttaytymiseen,
motorisiin toimintoihin, seka aivojen rakenteisiin ja toimintaan.



Todelliset haittavaikutukset: eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan

- Ei toipumista | Lieva Kohtalainen | Vakava
Hiiret (Mus musculus) [A1] 79 5947 1640 611
Rotat (Rattus norvegicus) [A2] 0 259 0 33

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

Koska kaikki luvassa ennakoidut osahankkeet eivat toteutuneet, kdytettyjen eldinten maara oli va-
haisempi kuin mita ennakoitiin.

Geenimuunnoksesta aiheutuva haitta oli mukana kaikissa kokeissa. Tautimallin vakavuusaste riip-
pui kdytettavasta transgeenisesta hiirikannasta ja eldimeniasta. R6/2-kannan yli 14 viikon ikdan
eldaneet eldaimet on luokiteltu luokkaan 'vakava', johtuen kannan vakavasta fenotyypista tuon ian
jalkeen (painonlasku, liikeaktiivisuuden lasku, lisdantynyt kuolleisuus). Kaikki muut R6/2-kokeet,
jotka paattyivat 14 ikdviikkoon mennessa tai olivat maltillisemmin etenevaa tautimallia (esim.
Q175-kanta, BAC HD-kanta), olivat vakavuusluokaltaan lievia tai kohtalaisia, lukuun ottamatta tut-
kimusaineen aiheuttamia odottamattomia haittavaikutuksia joidenkin eldinten kohdalla. Tama se-
littaa sen, ettd kokeista suurimman osan haittaluokitus oli korkeintaan kohtalainen eika vakava ku-
ten alun perin oli arvioitu.

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

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

Korvaaminen

Ei ole pystytty maarittamaan.

Vdhentaminen

Tutkimusmenetelmia pyritdan kehittdmaan niin, ettd menetelmat takaisivat tilastollisen voiman
pienemmalla ryhmakoolla. Joitakin tallaisia uusia menetelmia onkin saatu kehitettya. Esim. hie-
nomotoriikkatestin avulla saadaan pienemmalla ryhmakoolla tilastollisesti merkitseva mallivaiku-
tus (esim. ero villityypin ja muuntogeenisen hiiren valilld). HD-malleissa, esim. eniten kaytetyissa
Q175- ja R6/2-hiirissa on kuitenkin yleisesti ottaen melko suuri hajonta hiirien valilld, minka vuoksi
ryhmakoon pienentaminen useissa |aaketutkimusten koeasetelmissa on hankalaa, jotta laakkeen
mahdollisten tilastollisesti merkitsevien positiivisten tai negatiivisten vaikutusten esille saaminen
on mahdollista.

Parantaminen

HD-malleja kayttavissa tutkimuksissa kertyvien tulosten perusteella tilastollisesti riittdvdan voiman
takaavaa eldainryhman lukumaaraa arvioidaan usein.

Lautakunta edellytti takautuvassa arvioinnissa annettavan selvitys siitd, kuinka moni eldin joudut-
tiin lopettamaan lopetuskriteerien perusteella, oliko tutkimuksessa mahdollista aikaistaa tieteel-
lista lopetuspistettd eldimen kannalta vihemman haittaa aiheuttavaan ja millaista refinementtia
tutkimuksen aikana |oydettiin:

Lopetuskriteerien perusteella lopetettiin 237 eldinta. Kuolleena [6ydettiin 269 eldinta.

Huomiota on kiinnitetty lisalammon antamiseen operoinnin jalkeen seka lopetuspisteiden aikaista-
miseen.

Hyvinvointi-pisteytys on otettu viime kuukausien aikana mukaan vakavan luokituksen R6/2-hiiri-
tutkimuksiin. Pisteytyksen toivotaan antavan mahdollisuuksia ennakoida hiirien kuolema etuka-
teen aiemmin, jo ennen kuin lopetuskriteerit tayttyvat.



Muu: korvaavien menetelmien jakaminen
N&istd informoidaan toiminnanharjoittajan henkilostoa seka yhteistydbkumppaneita sopivissa tilan-

teissa.

2 YLEISTAJUINEN THVISTELMA JUL

KAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Unen ja unen puutteen terveysvaikutukset solu- ja molekyylita-
solla.

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Uni, unen puute, vuorokausirytmi, aineenvaihdunta, immuu-
nivaste

Hankkeen tarkoitus

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

Lajien sdilyttdminen 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 tarkoituksena on tuottaa tietoa unen saatelyn solu-ja
molekyylitasoisista mekanismeista seka selvittdd mekanismeja,
joilla unen puute altistaa monille pitkdaikaissairauksille (mm.
valtimokovettumatauti, tyypin 2 diabetes, depressio, demen-
tia).

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

Tuloksia voidaan kayttaa sairauksien ennaltaehkaisyyn. Sen
pohjalta voidaan kehittdd myds vahemman haitallisia tyoaika-
jarjestelyja mm. vuorotyohon ja kouluun. Molekyylitason tutki-
mus voi myds identifioida molekyyleja, joita voidaan kayttaa
|ddkeainekehittelyn pohjana.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Seeprakala, 5600; hiiri, 768; rotta, 593 eldinta

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

Eldimille aiheutuu tutkimuksessa haittaa unen estosta tai unen
ominaisuuksien muuttamisesta, elektrodien asennuksesta aivoi-
hin sekd kuvantamisista.

Kokeen paattyessa kaikki eldimet lopetetaan.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - A

pplication of the 3Rs

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

Uni on kehittyneille aivoille tyypillinen tila eika sita voi maarit-
taa yksittaisista soluista — tarvitaan hermoverkkoja ja kayttayty-
mista. Nain ollen esim. soluviljelmia ei voida kayttda kokeis-
samme muutoin kuin tdydentdvind menetelmina.

2. Vdhentaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta elai-
mia kdytetadn mahdollisimman

Suoritamme jokaiselle kokeelle tilastollisen voimalaskelman,
jonka perusteella paatetadn, mika on tarvittava minimimaara,
jotta tuloksia voidaan pitaa tilastollisesti merkittavina.

vahan?




3. Parantaminen - Refinement a) valitsemme kehitysasteeltaan mahdollisimman alhaisen lajin
a) Perusteet eldinlajin valinnalle. | kaikkiin kokeisiin: vain jos koetta ei ole mielekdsta tehdd kalan
b) Miksi valittu eldinmalli on pa- | ruskuaispussipoikasilla, teemme sen jyrsijoilla.

ras tieteellisten tavoitteiden kan- | b) kdytdmme selkdrankaisia, jotka muistuttavat mahdollisim-
nalta? man paljon ihmista. Ndin varmistetaan, etta tulokset ovat so-

haitta on tarkoitus minimoida? | jotta |6ydetdaan kaikille yhteiset mekanismit.
c) kaytdamme mahdollisimman lyhyitd unenestokokeita ja es-

kiinnitetdan erityistd huomiota riittdvaan toipumisaikaan ja ki-
vun lievitykseen.

c) Miten eldimille aiheutettu vellettavissa. On my0s tarkeaa vertailla tuloksia eri lajien valilla,

tamme unta ainoastaan lajityypillisilla arsykkeilla. Leikkauksissa

Hankkeesta ei tehdi / tehdain KYLLA
takautuva arviointi

TIEDOT HANKKEEN TAKAUTUVAA ARVIOINTIA VARTEN

| 1. Hankkeen tavoitteiden saavuttaminen

Tavoitteet: Hankkeessa tutkittiin unen ja unenpuutteen terveysvaikutuksia molekyylitasolla.
Tavoitteiden saavuttaminen: Tutkimuksen tavoitteiden saavuttamisessa onnistuttiin hyvin.
Eldinmallien soveltuvuus: Kaytetyt eldinmallit osahankkeessa 1 olivat sopivia tahan tutkimukseen.
Osahanketta 2 ei toteutettu.

2. Millaista haittaa |

Tosiasiallinen haitta ja vakavuusluokka: Luvan yleiseksi vakavuusluokaksi oli lautakunnan toimesta
arvioitu SV4=vakava. Kaikista 265 eldgimestd SV4 haittaluokan sai yhteensa 16 eldintd, joista 10 oli
rottia ja 6 hiirtd. Tosiasiallinen haitta ei ndin suurimmalla osalla eldimista ollut SV4. (tiedot taulu-

kossa 1).

Tiedot vakavasta haitasta: SV4 haittaluokka johtui odottamattomista haitoista. Yksityiskohtaiset
kuvaukset alla:

1) Rotilla muutosluvan alaisessa kokeessa tutkittiin unta morfiinista vieroittumisen aikana. SV4 va-
kavuusluokka 10:lle yksil6ille arvioitiin, koska nailla eldaimilla leikkauksesta parantuminen pitkittyi.
Ratkaisu: Ongelmaa selvitettiin kattavasti yhdessa eldinladkarien kanssa ja aseptisten leikkausolo-
suhteiden parantaminen seka pidennetty postoperatiivinen seuranta ratkaisivat ongelman. Lo-
puilla eldimilld haittaa ei enda esiintynyt.

2) Hiirilla SV4 haittaluokkaan arvioitiin eldimet (n=6), joille oli anestesiassa asennettu langaton
unenmittaus ldhetin ja joiden yhdistaminen takaisin kotihdkin sosiaaliseen ryhmaan leikkauksen
jalkeen ei enda onnistunut, koska kotihdkin eldgimet eivat niita hyvaksyneet ja ne jouduttiin siirta-
maan yksittaishakkeihin leikkauksesta toipumisen ja myos varsinaisten kokeiden ajaksi.

Ratkaisu: Olimme tasta yhteydessa eldinten toimittajaan (ENVIGO) ja ratkaisuksi paadyttiin tilaa-
maan ainoastaan varmistettuja pentuesisaruksia. Tama osoittautui toimivaksi strategiaksi, koska
implantoitujen eldinten kotihdkkiin palauttaminen onnistui varmistetuilla pentuesisaruksilla ilman
ongelmia.

Hankeluvan kohdassa 6.3 lautakunta pyytaa kiinnittimaan huomiota unideprivaatiokokeisiin.
-Kesken kokeen ei jouduttu lopettamaan yhtaan eldintd. Toimenpiteet onnistuivat eldinten hyvin-
voinnin kannalta odotetusti.

-Eldinten hyvinvointia kokeiden aikana seurattiin tutkijoiden lasndololla (kasittelyt tapahtuivat ai-
noastaan paivasaikaan) seka videokuvantamalla vuorokauden ympari. Eldinten ulkoinen olemus ja




b)

kayttaytyminen eivat merkittavasti eronneet viereisessa hakissa elavista verrokkieldimista, joille
kasittelya ei tehty. Verrokkiryhmat olivat aina samassa tilassa samoissa olosuhteissa, joten vertailu
oli mahdollista.

-Taman lisaksi pyydettyina objektiivisina mittareina kaytettiin:

1) Veren stressihormonimaaritysta (kortikosteroni, ELISA menetelma)

Lyhyen (9h) unideprivaatiokasittelyn jalkeen veren kortikosteronipitoisuus 79,0+4,4 ng/ml (kes-
kiarvo + keskiarvon keskivirhe) ei tilastollisesti merkitsevasti (t-testi, p=0,57) eronnut verrok-
kieldinten vastaavasta pitoisuudesta (79,1% 12,5 ng/ml).

14 paivan unifragmentaatiokasittelyn jalkeen: veren kortikosteronipitoisuus 49,3+4,81 ng/ml ei
tilastollisesti merkitsevasti (t-testi, p=0.061) eronnut verrokkieldinten vastaavasta pitoisuudesta
65,5+5,71 ng/ml.

2) Eldinten painon kehitysta seurattiin 14 paivan unifragmentaatiokokeen yhteydessa. Verrokkihii-
ret painoivat keskimaarin 33,75 + 1,03 g (keskiarvo + keskiarvon keskivirhe) ennen koetta ja keski-
maarin 34,5 + 0,87 g kokeen jalkeen. Koeryhman hiiret painoivat keskimaarin 33,25 g + 0,75 ennen
koetta ja keskimaarin 32,25 g + 1,44 kokeen jalkeen Parittaisen t-testin mukaan painon keskimaa-
rainen muutos kokeen aikana ei ollut tilastollisesti merkittava kummassakaan ryhmassa (p=0,624
ja=0,630).

Luvassa kuvatut “unideprivaatio” menetelmat:

Lyhyet unideprivaatiot/valvotuskokeet (engl. ”Sleep deprivation by the gentle handling method”)
perustuvat siihen, ettd eldimille tarjotaan virikkeita paivalla valoisaan aikaan, mika on jyrsijéiden
luonnollinen uniaika. Eldimille tarjotaan valvetta aktivoivaa tekemista mm. kiipeilymahdollisuus,
uusia esineita tutkittavaksi sekda mahdollisuus sosiaaliseen interaktioon. Toisin sanoen eldimet va-
litsevat valvomisen nukkumisen sijasta. Haluamme myds tassa tuoda esille, etta kaikki laboratorio-
eldinten ilman lupaa suoritettavat rutiinihoitotoimenpiteet seka valtaosa kaikista luvanvaraisista
koekasittelyista suoritetaan paivalla (laboratoriojyrsijoiden luonnollisena uniaikana) aiheuttaen
tahatonta unideprivaatiota ilman etta naiden toimenpiteiden unideprivaatiovaikutuksia koskaan
systemaattisesti seurataan. Unitutkimuksessa kaikki toimenpiteet valoisana aikana on tarkkaan
kontrolloitu ja mitaan toimenpiteita ei tehda eldaimille ilman huolellista ajankohdan ja valorytmin
huomioonottamista.

Kayttamamme pidempiaikainen unifragmentaatiokasittely ei aiheuta uniajan lyhentymista ” uni-
derpivaatiota”. Aikaisempi tutkimuskirjallisuus ja sen jalkeen julkaistut tutkimukset ovat selkeasti
osoittaneet, ettd eldimet eivat unifragmentaatiokokeessa karsi unen lyhenemisesta. Unen frag-
mentaation aiheuttava laite ei ole paalla yoaikaan (eldinten aktiivivaiheessa) ja tutkimuksista ilme-
nee, ettd laitetta kaytettdessa eldinten ydaikainen nukkuminen ei lisdanny, mika merkitsee sita,
ettd paivaaikainen unen fragmentaatio ei aiheuta eldimille unen puutetta, joka kdaynnistaisi unen
homeostaattisen mekanismin ts. unideprivaatiosta aiheutuvaa palautumisunta. Unimaara ei myos-
kaan lisaanny kokeen paattymisen jalkeen, mika osoittaa, etta elaimille ei kokeen aikana kerry ka-
sautuvaa univajetta. Omat alustavat tuloksemme vahvistavat nama havainnot. Kasittelyn tarkoi-
tuksena ei siis ole aiheuttaa uniajan lyhentymista vaan muuttaa unen ominaisuuksia. Unen ominai-
suuksien muutokset aiheuttavat pitkdaikaisia systeemisia muutoksia, joiden biologisia syntymeka-
nismeja ei viela tunneta. Ndiden mekanismien tutkiminen ja niiden mahdollinen ennaltaehkaisy
hoidollisesti on tutkimuksemme perimmainen tarkoitus.

| 3. 3R-mahdollisuudet |

Vaihtoehtoiset menetelmat: Unta on mahdotonta tutkia ilman eldimia: solut tai kudosmallit eivat

nuku ja vaikka unen ja vireystilan sdatelysta on olemassa matemaattisia malleja, ne eivat vield ole

niin kehittyneita, etta niiden avulla voisi vastata tutkimuskysymyksiimme.

Kaytetyt 3R keinot ja toteuttamistavat: 3R menetelmista kdytimme onnistuneesti eldinten maaran
vahentamista. Luvan alaisuudessa kaytettiin yhteensa 264 eldinta. Tama on huomattavasti vahem-
man kuin arvioidut eldinmaarat (seeprakala: 5600, hiiri 768, rotta 593). Seeprakaloja ei tdman




luvan alaisuudessa kdytetty lainkaan. Kaikki rotat (n=34) kdytettiin muutosluvan mukaisiin kokei-
siin. Eldinmaaran vahentamisessa onnistuttiin, koska osa kokeista toteutettiin pitkittdistutkimuk-
sena, toisin sanoen niin, ettd sama eldin toimii omana kontrollinaan. Ndin toimien erillista kontrol-
lirynmaa ei tarvittu. Samoista eldimista kerattiin myos mahdollisimman paljon tietoa (esim. langa-
ton unimittaus, jonka yhteydessa liikeaktiivisuuden seuranta sekd lampétilaseuranta) ja lopettami-
sen jalkeen verindytteet seka aivokudosnaytteet.

Muuta: Tietoisuuden lisidaminen unen ja vuorokausirytmin hyvinvointivaikutuksista

Tutkimusryhmamme unilaboratorio toimii tdlla hetkella yliopiston tutkimusohjelman osana. Tama
merkitsee sita, etta palvelemme myds muita tutkimusryhmia opettamalla unirekisterdinteja jyrsi-
joilla. Koulutuksen osana painotamme eldinten oikean hoidon, kasittelyn ja erityisesti unen ja vuo-
rokausirytmin merkitysta laboratorioeldimien hyvinvoinnille. Téllainen koulutus levittda laajem-
mallekin tutkijajoukolle tietoa stressittomien kokeiden merkityksesta seka keinoista sellaisten to-
teuttamiseen. Osa koulutustamme on jo videoitu, ja projekti jatkuu.

Tutkijamme on myo6s tdman luvan voimassaollessa osallistunut kouluttajana kahteen 3R seminaa-
riin. Tdman lisdksi hdn omassa opetuksessaan tiedekunnan ja koe-eldintieteen kursseilla pyrkii li-
saamaan opiskelijoiden tietoisuutta unesta ja vuorokausirytmeista ja niiden merkityksesta labora-
torioeldinten hyvinvointiin. Tavoitteenamme on lisata yleista tietoisuutta aiheesta ja vakiinnuttaa
toimintatapoja, jotka eivat tarpeettomasti hairitse uni- ja vuorokausirytmeja. Esimerkiksi ladketut-
kimuksessa uni- ja vuorokausirytmit vield harvoin otetaan huomioon, vaikka niiden huomioiminen
olisi erittdin tarkeaa tulosten translationaalisen arvon kannalta.



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

Osahanke / Toi- Eldinlaji Tavoitteet saa- Eldinmaara: Vakavuus- Millaista vakavin 3R-keinot: miten eldin-
menpide vuttaminen Luvassa arvioitu / tosi- | luokka: haitta oli? madarid on voitu viahen-
(+/-) asiallinen Luvassa arvioitu | Oliko toistuva, mal- | taa tai eldinten hyvin-
/ tosiasiallinen | lista aiheutuva vai | vointia parantaa?
satunnainen Miten haittaa pystyt-
tiin/pystyttaisiin jatkossa
vahentamaan?
Osahankel Hiiri + 768/230 SV4/[SV3-SV1] Satunnainen. Ag- Tilaamalla varmistettuja
gressiivinen kaytos. | pentuesisaruksia haitta
poistui kokonaan.
- - - - SV4: n=6 - -
- - - - SV3:n=61 - -
- - - - SV2:n=56 - -
- - - - SV1: n=96 - -
- - - - NB: n=11 - -
muutoslupa Rotta + 593 (32) /34 SV4, josta Satunnainen. Pa- Eldinldadkarin ohjeistuk-

SV4 (10) ja SV3 rantuminen pitkit- | silla aseptisten leik-

(24) tyi. kausolosuhteiden paran-
taminen. Pidennetty
postoperatiivinen seu-
ranta. Haitta poistui.

Taulukko 2. Tiedon tehokas jakaminen 3R-keinoista

Kaytetty 3R-keino (alla esi-

merkkeja)

Hankkeessa
sovellettava

Omassa toiminnassa
sovellettava

Yleisesti so-
vellettava

Julkaistaan tuloksia raportoitaessa

Aikaisempi paatepiste

Lyhyempi seuranta-aika

Pesamateriaali

Lisdlampo operoinnin jalkeen

X
X

Totuttaminen

XXX XX

XX [ | X




3 YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JUL

KAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Ladkeaineiden tehon prekliininen tutkiminen kirurgisesti in-
dusoiduissa keskushermoston vauriomalleissa

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Aivohalvaus, aivoverenvuoto, aivotrauma, selkdydinvaurio,
prekliininen laaketutkimus

Hankkeen tarkoitus

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

Lajien sdilyttdminen 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)

Tassa hankkeessa tavoitteena on testata uusien ladkeaineiden
ja hoitomuotojen tehoa luotettavasti vakiintuneissa elainmal-
leissa, jotta jatkokehittamiseen pystytdadan valitsemaan toimivat
ja tehokkaat ehdokkaat. Tutkimus edesauttaa tehokkaimpien ja
lupaavimpien ladkeaineiden ja hoitojen nopeaa etenemista klii-
nisiin kokeisiin ja sitd kautta kyseisista vaurioista/sairauksista
karsivien ihmisten kayttoon.

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

Mallinnettavat sairaudet/vauriot ovat talla hetkella paitsi maail-
manlaajuisesti johtavia kuolinsyitd, myos suurimpia syita vaike-
asti ja pitkdaikaisesti vammautumisiin erityisesti nuorilla ja tyo-
ikaisilla ihmisilla. Aivotrauman ja selkdydintrauman hoitoon ei
ole olemassa tehokkaita ladkeaineita tai hoitokeinoja. Tehok-
kaita, edes 50 %:lla potilaista toimivia hoitoja aivojen verenkier-
tohdiritihin ollaan niin ikdadan vasta etsimassa.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Rotta: 11400 Hiiri: 4200 eldinta

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

Tutkimuksessa aiheutetaan eldimille vakioitua menetelmaa
kayttden aivohalvaus, aivoverenvuoto, aivotrauma tai selka-
ydintrauma. Kirurgiset malli-induktiot aiheuttavat eldimissa ki-
pua. Kivun lievitysta kaytetdan aina, kun se on mahdollista. Elai-
milla voi esiintya eriasteisia halvaantumisoireita aivovaurion
seurauksena. Oireisto lievenee kaikissa malleissa ajan kuluessa.
Eldimille aiheutuu haittaa myos tutkittavien aineiden annoste-
luista, telemetrialdhettimen asennuksesta, kuvantamisista,
kayttaytymistestien tekemisesta ja verindytteiden otosta. Tutki-
musten paatteeksi eldimet lopetetaan.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - A

pplication of the 3Rs

1. Korvaaminen - Replacement
Miksi eldimid on kaytettava

Testattavan ladkeaihion edulliset vaikutukset on yleensa tes-
tattu korvaavin menetelmin ennen prekliinista vaihetta. Toi-

tassa hankkeessa ja miksi

saalta ennen kuin vaikutuksia voidaan testata ihmiselimistossa,




korvaavaa menetelmaa ei voi ladkeaihion teho sekd mahdollisesti turvallisuus ja spesifisyys
kayttaa? on todettava selkarankaisessa nisakaselimistossa.
Tutkimuksessa kaytettdavat sairaus-/vauriomallit ovat ku-
dosspesifisia ja esiintyvat ihmisella hyvin pitkdlle erilaistuneissa
soluissa, jotka puolestaan kuuluvat suurempiin solu- ja kudos-
kokonaisuuksiin.

2. Vahentaminen - Reduction Eldinryhmille maaritetaan oikeanlaiset koot tilastotieteellisin
Kuinka on varmistettu, ettd eldi- | menetelmin. Riittdvan kokoiset ryhmat ja riittdvan pitkat seu-
mia kdytetadn mahdollisimman | ranta-ajat vahentdavat myos saman koeasetelman toistamista

vahan? uudestaan. Ennen minkaan eldinmallin ottamista tutkimuskayt-
toon se validoidaan ja pilotoidaan.
3. Parantaminen - Refinement a) Suurin osa aivojen verenkiertohairididen, aivotrauman ja sel-

a) Perusteet eldinlajin valinnalle. | kdydintrauman eldinmalleista on kehitetty hiirissa ja rotissa.
b) Miksi valittu eldinmalli on pa- | Jyrsijéiden fysiologia soveltuu kyseisiin malleihin. Jyrsijoiden
ras tieteellisten tavoitteiden kan- | kdytto on lisdksi yleisesti hyvaksytty sairaus/vauriomalleihin
nalta? kohdistuvissa prekliinisissa kokeissa.

c) Miten eldimille aiheutettu b) Kaytettavat prekliiniset tautimallit ovat laajasti hyvaksyttyja
haitta on tarkoitus minimoida? | ja kdytettyja toistettavuutensa, ennustettavuutensa ja kattavan
kertyneen tausta-aineiston vuoksi. Eldainmallit on valittu siten
ettd ne olisivat mahdollisimman informatiivisia ja toistettavia
toteutuksen ja tulosten kannalta.

c) Jokaisen osahankkeen tutkimusmallille tyypilliset hyvinvoin-
tiin vaikuttavat tekijat on selvitetty ja huomioitu validaatioko-
kein sekd tutkimusmallikohtaisin lopetuskriteerein. Lopetuskri-
teereissa on tarkoin maaritelty malleille tyypillisten oireiden
paatepiste. Kaikissa operaatiossa pyritdan kayttamaan mahdol-
lisimman tehokasta ja laajaa kivunlievitysta seka takaamaan
eldinten toipuminen intensiiviselld post-operatiivisella tukihoi-
dolla. Eldimille tehtavat tutkimukselliset toimenpiteet, kuten
naytteenotto tai kdyttdytymistestit suoritetaan mahdollisim-
man vahan stressid aiheuttavia menetelmia kayttaen. Eldimet
esimerkiksi totutetaan uuteen ymparistéon tai laitteistoon ja
niita kdsitellaan ennen kokeen alkua.

Hankkeesta ei tehdi / tehdain KYLLA
takautuva arviointi

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Ladkeaineiden tehon prekliininen tutkiminen kirurgisesti indusoiduissa keskushermoston vau-
riomalleissa

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisdltaa vakavia toimenpiteitd
Kaytetaan apinoita

Muu peruste

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli testata uusien laakeaineiden ja hoitomuotojen tehoa eldinmalleissa. Ta-
voitteissa onnistuttiin hyvin ja kdytetyt eldinmallit toimivat suunnitellusti. Osasta testatuista ladke-
aineista saatiin positiivisia tuloksia. Tuloksia on julkaistu kansainvalisissa kokouksissa. Osa ladkeai-
neista on edennyt kliinisiin kokeisiin.



Todelliset haittavaikutukset: eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan

- Ei toipumista | Lieva Kohtalainen | Vakava

Hiiret (Mus musculus) [A1] 59 424 1008 890

Rotat (Rattus norvegicus) [A2] 134 780 874 2180

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

Tutkimuksessa kaytettiin 2381 hiirta (ennakoitu maara 4200) ja 3968 rottaa (ennakoitu maara
11400). Kaytetyt eldimet jakaantuivat seuraavasti: ei toipumista 3 %, lieva 19 %, kohtalainen 30 %
ja vakava 48 %. Kaytettyjen eldinten maara jai noin 40 % suunnitellusta kaytostd, koska tarvetta
ennakoiduille kokeille ei tullut. Vakavuusluokkien osalta 40 % kaytetyista eldimista kuului vaka-
vuusluokkaan vakava.

Mallikohtaisesti vakavaa haittaa aiheutui/kokonaismaara:

aivotukosmallit - hiiri: 566/822, rotta: 1235/1876; aivoverenvuotomalli rotta 29/56, aivotrauma
hiiri 254/756, rotta 339/473, selkdydinvaurio hiiri 70/803, rotta 577/1563.

Miten hyvin hengissa pidettyjen eldinten kohtalo tutkimuksen pdattyessa vastaa ennakoitua
kohtaloa?

Kaikki eldimet lopetettiin tutkimusten paatyttya, kuten oli ennakoitu.

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

Korvaaminen

Lupahankkeen aikana ei ole saatu eldinten korvaamiseen liittyvaa lisatietoa.

Vahentaminen

Eldinten maaraa pyritdan vahentamaan jatkuvalla mallivalidaatiolla ja kehittamalla tutkimusmene-
telmia. Tilastollisilla menetelmilld pyritdaan selvittamaan pienimmat tarvittavat ryhmakoot erojen
havaitsemiseksi.

Parantaminen

Lautakunta edellytti takautuvassa arvioinnissa kerrottavan, mitd parannusta kehitettiin malleissa,
joissa kivunpoistoa ei voitu kayttaa.

Aivohalvausmallit: kipuladkkeen kaytto validoitu rotille. Kipuldakitys on otettu mukaan uuteen
hankelupaan. Laitoksella on otettu kayttoon lampokaapit kirurgian jalkeiseen palautumiseen. Vas-
taavasti kaytdssa on myos kaapit, joissa eldimia voidaan pitdaa rauhoittumassa ennen kirurgisten
operaatioiden aloittamista. Post-operatiivista hoitoa on tehostettu ja se tehddaan enemman yksit-
tdisen eldaimen tarpeiden mukaan. Hoito on myds systemaattisempaa ja paremmin kontrolloitua.
Kayttoon on otettu myos eldinten hyvinvoinninseurannan pisteytystaulukko avustamaan post-ope-
ratiivisen hoidon tarpeen arvioinnissa ja lopetuspaatoksen tekemisessa.

Muut osahankkeet —kipulddkinta vahintaan 30 minuuttia ennen malli-induktiota tai asennuskirur-
giaa, jolloin kipuladkkeen teho on parempi kuin juuri ennen anestesia-induktiota annettuna.

Muu: korvaavien menetelmien jakaminen: Tietoa jaetaan toiminnanharjoittajan ja yhteistyoryh-
mien kesken, osa julkaistaan.

4 YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi Vaikean hermolihastaudin Amyotrofisen Lateraaliskleroosin
(ALS) ja Huntingtonin taudin eldinmallien tutkiminen

Hankeluvan kesto 3 vuotta

Avainsanat hermoston rappeumasairaus, ALS, motoneuroni, kasvutekijat,
CDNF




Hankkeen tarkoitus

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

Lajien sdilyttdminen 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)

Ihmisen lihashermoston rappeumatauti ALS on kuolemaan joh-
tava sairaus, johon ei ole olemassa parannuskeinoa. Tauti joh-
taa loppuvaiheessaan lihasta hermottavien hermosolujen eten-
kin selkarangan etusarven lihashermosolujen surkastumiseen.
Potilaiden elinika taudin puhkeamisen jalkeen on yleensa alle 3
vuotta. Vuosittain Suomessa tahan tautiin sairastuu noin sata
ihmista.

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

Tutkimuksen tavoitteena on kehittda ihmisen ALS sairauteen
uusia hoitomuotoja tutkimalla SOD-ALS hiirimallia ja niitd mah-
dollisuuksia milla ensikddessa tautia voitaisiin pysayttaa ja
toiseksi mahdollisesti hidastaa taudin kulkua. Hiirimallista saa-
tuja tuloksia voidaan myohemmin soveltaa ihmisen ALS tautiin
ja luoda uusia hoitomuotoja, joilla voisi pidentaa potilaiden
elinikaa ja edistaa heidan hyvinvointiaan. Tutkimus on perustut-
kimuksen lisdksi soveltavaa tutkimusta, josta parhaimmillaan
odotetaan uusia kliinisia ladkesovellutuksia kansantaloudelli-
sesti raskaiden ja inhimillisesti erittdin suuria karsimyksia ai-
heuttavien aivosairauksien hoitoon.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri 6855, Rotta 1050 elainta

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

Eldimille aiheutuu tutkimuksessa haittaa hermorappeumasai-
rautta aiheuttavasta geenimuunnoksesta, kirurgiasta, aineiden
annosteluista ja kayttaytymistestien tekemisesta.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - A

pplication of the 3Rs

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

1. Replacement

Tutkimuksessa kaytetdan vaihtoehtoisia menetelmia, esim solu-
viljelmia, aina kun se on mahdollista ja tarkoituksenmukaista.
Tama ALS hiirimalli on kehitetty kuvaamaan familiaarista ihmi-
sen ALS tautia, jossa on SOD1 entsyymin mutaatioita. Koe-elai-
met ovat korvaamattomia monimutkaisten moniin eri hermo-
verkkoihin liittyvien rappeuttavien aivosairauksien tutkimiseksi,
taudin syyn selvittdmiseksi ja jotta ymmarrettaisiin kaikkia ALS-
tautiin siihen vaikuttavia tekijoita.

2. Vdahentaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta elai-
mid kdytetadn mahdollisimman
vdhan?

2. Reduction
Eldimia kaytetdaan kokeissa mahdollisimman vahan, kuitenkin
niin ettd kokeista saadaan luotettavia ja tilastollisesti




merkitsevia tuloksia. Ns tilastollista voima-analyysia kdytetdaan
aina kun se on mahdollista ryhmakokojen laskemiseksi

3. Parantaminen - Refinement 3. Refinement

a) Perusteet eldinlajin valinnalle. | a) Rotille on kehitetty samanlainen ALS tautimalli mutta naita
b) Miksi valittu eldinmalli on pa- | eldimia ei ole saatavilla.

ras tieteellisten tavoitteiden kan- | b) ALS-taudin johtavien tutkijoiden yleinen mielipide on, ettd
nalta? ALS-taudin geneettinen SOD1-hiirimalli on talla hetkella paras
c) Miten eldimille aiheutettu ALS-taudin in vivo-malli.

haitta on tarkoitus minimoida? c) Annostelemme kipuladkkeita leikkauksen yhteydessa ja sen
jalkeen, eldinten kuntoa ja painoa seurataan paivittain. Jos eldi-
met eivatitse pysty sydmaan, niita syotetaan ja juotetaan. Jos
havaitaan kuivumiseen jotain viittaavaa, annostellaan hiirille sa-
liinia ip tai sc. Elaimet lopetetaan lopetuskriteerien perusteella
d)halvaantuneille eldimille laitetaan hakin pohjalle liukues-
tematto + hieman vahemman puruja sen pdalle (verrattuna
normaalihdkkiin)

Hankkeesta ei tehdi / tehd3in KYLLA
takautuva arviointi

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Vaikean hermolihastaudin Amyotrofisen Lateraaliskleroosin (ALS) ja Huntingtonin taudin eldin-
mallien tutkiminen

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisdltaa vakavia toimenpiteitd
Kaytetaan apinoita

Muu peruste

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteet on saavutettu hyvin. Olemme saaneet menestyksekkaasti testattua uusia her-
mokasvutekijoita kuten CDNF ja MANF proteiineja amyotrofisen lateraaliskleroosin eli ALSin SOD1-
G93A hiiri- ja TDP-43 rottamallissa. Eldinmallit toimivat kuten kirjallisuudessa on kuvattu.
Suorittamiemme tuloksien perusteella CDNF-proteiinille on myonnetty Orphan drug-status, joka
mahdollistaa CDNF-proteiinin viemisen kliinisiin kokeisiin nopeasti (tavoitteenamme on vieda
CDNF proteiini ALS-potilaskokeisiin lahivuosien aikana). Kokeiden tuloksista on kirjoitettu myds

Todelliset haittavaikutukset: eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan

- Ei toipumista | Lieva Kohtalainen Vakava
Hiiret (Mus musculus) [Al] 155 126 249 2081
Rotat (Rattus norvegicus) [A2] 10 13 55 545

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

Haittojen todellinen vakavuus on vastannut hyvin ennakoituja vakavuusluokkia. Eldimille on aiheu-
tunut kohtalaista kipua muun muassa aivoleikkausten yhteydessa, mutta kipua on lievitetty kipu-
ladkkeiden avulla seka kiinnittamalla huomiota leikkauksen jalkeiseen hoitoon. ALS-oireita on seu-
rattu tarkasti paivittain (pisteyttamalla elainten kliininen oirestatus) ja eldimille, jotka eivat pysty
syomaan kiinteda eldinrehua, on annettu eldinpuuroa ja energiageelia ja tarvittaessa saliinia.



Lisaksi eldinten painon kehitysta on seurattu. Yllattavia haittoja ei havaittu. Kaytetyt eldinmaarat
olivat pienemmat kuin mita alun perin suunnittelimme eldinkoelupaa haettaessa.

Miten hyvin hengissa pidettyjen eldinten kohtalo tutkimuksen pdattyessa vastaa ennakoitua
kohtaloa?

Hengissa pidettyjen eldinten kohtalo tutkimuksen paattyessa vastaa ennakoitua kohtaloa hyvin,
silla kayttamamme SOD1 ja TDP-43 mallit ovat hyvin kuvattuja kirjallisuudessa eli osasimme varau-
tua siihen, miten ALS-tauti etenee eldimissa.

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

Korvaaminen

Tutkimuksessa on kdytetty vaihtoehtoisia menetelmia, kuten soluviljelmia (ns. jakautuvat solut
seka kantasolut), aina kun se on ollut mahdollista ja tarkoituksen mukaista. Tama SOD1-G93A ALS
hiirimalli on kehitetty kuvaamaan familiaarista ihmisen ALS-tautia, jossa on SOD1 entsyymin mu-
taatioita.TDP-43 rottamalli kuvaa taas ihmisen ALS tautia, jossa on TDP-43 geenin mutaatio. Koe-
elaimet ovat korvaamattomia monimutkaisten, moniin eri hermoverkkoihin liittyvien rappeutta-
vien aivosairauksien tutkimiseksi, taudin syyn selvittamiseksi ja jotta ymmarrettaisiin kaikkia ALS-
tautiin siihen vaikuttavia tekijoita.

Vahentiaminen

Eldimia on kaytetty kokeissa mahdollisimman vahan, kuitenkin niin etta kokeista saadaan luotetta-
via ja tilastollisesti merkitsevia tuloksia. Ns. tilastollista voima-analyysia kdytetaan aina kun se on
mahdollista ryhmakokojen laskemiseksi. ALS-taudin johtavien tutkijoiden yleinen mielipide on,
ettd ALS-taudin geneettinen SOD1-hiirimalli on talla hetkelld parhaiten kuvattu ja paras ALS-taudin
in vivo-malli. TDP-43 geenimutaatio on ALS-potilailla harvinaisempi ALS-taudin syy kuin SOD1 mu-
taatio ja esimerkiksi TDP-43 hiiirimalli ei ole yhta vakioitu. Ndiden syiden takia kaytimme ALS:n
SOD1-hiirimallia tassa tutkimuksessa.

Parantaminen

Olemme parantaneet eldinten olosuhteita siten, ettd kun eldimet ei enda pysty nousemaan takaja-
loilleen juomaan juomapullosta tai sydmaan rehukaukalosta, on eldimille annettu hakin pohjalle
ruokaa puuron muodossa tai energiageelia kupissa. On my0s kaytetty hakin pohjan lattialla sel-
laista pintamateriaalia, josta eldimet saavat paremmin otteen (ettei tassut liu'u lattialla). Leikkaus-
ten yhteydessa on huolehdittu asianmukaisesta kipulaakityksesta.

Muu: korvaavien menetelmien jakaminen

Hyodynnamme saatuja tietoja ja kokemuksia, jotta voimme jatkossa vahentda entisestdan eldinten
kokemaa stressia ja parantaa eldinten elamaa.

5 YLEISTAJUINEN TIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi Ikdantymisen ja ko-morbiditeettien vaikutus aivohalvauk-
seen

Hankeluvan kesto 3 vuotta

Avainsanat aivohalvaus, Alzheimerin tauti, liitdnnaissairaus, ladkehoi-
dot

Hankkeen tarkoitus Perustutkimus Kylla
Translaatio- tai soveltava tutkimus Ei
Lakisdateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei
Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten ter- Ei
veyden tai hyvinvoinnin vuoksi
Lajien sailyttdminen Ei




Korkeamman asteen koulutus tai ammatti- Ei
taito-opetus

Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

Hankkeen tavoitteet (esim. tieteelli-
nen tieto, jota haetaan taikka tieteelli-
set tai hoidolliset tarpeet)

Taman tutkimuksen tarkoitus on selvittda, miten ik ja
erilaiset liitannadissairaudet vaikuttavat aivohalvauksen
lopputulemaan.

Vaikka ikaantyminen ja erilaiset liitdnndissairaudet ovat
tyypillisia aivohalvauspotilailla, suurin osa koe-eldintoista
tehdaan edelleen kdyttden nuoria uroshiirid. Tama voi
olla yksi syy siihen, miksi uudet aivohalvauksen laakekoh-
teet eivat ole osoittautuneet toimiviksi klinikassa.

Taman tutkimuksen tavoitteena on selvittdaa, mitka tekijat
vaikuttavat vanhojen ja liitdnndissairauksia omaavien yk-
siléiden aivohalvauksen lopputulemaan. Naiden tekijoi-
den selvittdminen johtaa todennadkoisesti uusien, tehok-
kaampien hoitomuotojen kehittdmiseen. Taman tutki-
muksen tavoitteena onkin testata uudenlaisia hoitomuo-
toja aivohalvauksen eldinmalleilla.

Tassa tutkimuksessa tutkimme lisdksi tarkemmin, mihin
spesifisiin kohteisiin lddkeaineet vaikuttavat ja mitka eri
aivojen solutyypit protektiivista vaikutusta valittavat. Li-
saksi tutkimme tulehdusreaktioita valittavien solujen toi-
mintaa in vivo kdyttden multifotoni-laitteistoa.

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

Aivoiskemia eli aivohalvaus on toiseksi yleisin kuolinsyy
lansimaissa ja vaeston ikdantyessa aivohalvausten luku-
maara kasvaa koko ajan.

Yleisimmin ihmisilld aivohalvaus johtuu joko aivo- tai kau
lavaltimoiden ahtautumisesta tai tukkeutumisesta. Talla
hetkella ainoa saatavilla oleva hoito aivohalvaukseen on
liuotushoito, joka on aloitettava alle 3 h oireiden alkami-
sesta. Liuotushoidosta saatavat hyodyt ovat tutkimusten
mukaan ristiriitaisia, entsymaattinen trombolyysihoito ei
sovellu kaikille ja voi aiheuttaa lisdadantynytta riskia saada
aivoverenvuoto.

Uudet hoitokeinot ovatkin tarpeen aivohalvauksen hoi-
dossa. Monet potentit |dakeaineet ovat osoittautuneet
kliinisissa kokeissa tehottomiksi, vaikka ne ovat olleet
suojaavia hiirilla ja rotilla tehdyissa kokeissa. Tama voi
johtua siita, etta usein aivohalvaukseen sairastuvat ihmi-
set ovat ikdantyneitd, heilla on erilaisia liitdnnaissairauk-
sia, kuten dementia, AD, diabetes ja muita tulehdusvas-
teen sisdltavia liitdnnaissairauksia ja ihmisten ruokavalio
sisdltda huomattavasti enemman rasvaa ja sokeria kuin
koe-eldinten ruokavalio. Taman vuoksi on tarkeaa kehit-
taa entista relevantimpia eldinmalleja uusien ladkeainei-
den testaamiseen. Erityisesti ikadantymisen ja liitdnnaissai-
rauksien selvittaminen aivohalvauksen lopputulemaan on
erittdin tarkeaa. Lisaksi uusia ladkeainehoitoja tulee tes-
tata paremmissa aivohalvauksen eldinmalleissa




Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri 6724, rotta 701 eldinta

Ennakoidut haitat eldimille, arvioidut
vakavuusluokat, eldinten kohtalo toi-
menpiteen paatyttya

Eldimille aiheutetaan kirurgisesti ihmisen aivohalvausta
vastaava haitta ja patologiset muutokset, joka tarkoittaa
aivovauriota seka siita johtuvia heikentyneitd motorisia
toimintoja. N&ihin vaurioihin kuuluu mm. leesiopuolen
vastakkaisen eturaajan heikkous/koordinaatiovaikeus.

Defekteja kaytetaan mittareina motorisissa testeissa ja
kayttaytymistesteissa mitattaessa iskeemisen vaurion va-
kavuutta ja ladkeainevastetta. Eldaimille aiheutuu aivohal-
vauksen indusoinnin lisdaksi haittaa tutkittavien aineiden
annosteluista, kuvantamisista, kdyttaytymistestien teke-
misestd, yksinpidosta ja verindytteiden otosta. Eldimet lo-
petetaan kokeen lopussa.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Replacement

Miksi elaimid on kadytettdva tassa
hankkeessa ja miksi korvaavaa mene-
telmaa ei voi kdyttaa?

Meillad on kaytdéssamme useita erilaisia aivohalvauksen
soluviljelymalleja, joissa testaamme tutkittavia hoitomuo-
toja ennen niiden viemista eldinkokeisiin. Soluviljelyko-
keilla on kuitenkin valitettavasti mahdotonta mallintaa
kaikkia aivohalvauksen aiheuttamia patologisia muutok-
sia. Lisaksi soluviljelymalleilla ei voida mallintaa vamman
aiheuttamia motorisia tai muistiin vaikuttavia vaurioita.
Kokeessa kaytettavalla aivohalvausmallilla saadaan koe-
elaimeen ihmisen aivohalvauksen patologiset muutokset.
Kayttaytymistestit taydentavat kudosleikkeista saatavia
tutkimustuloksia.

2. Vahentaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta eldaimia
kaytetaan mahdollisimman vahan?

Ryhmallamme on kaytossa vaihtoehtoisia in vitro -mal-
leja, kuten kortikaalineuroniviljelmat, mikroglia ja ast-
rosyyttiviljelmat. Soluviljely- ja muulla in vitro -tutkimuk-
sella ei pystytd luomaan kokonaisvaltaista aivohalvauksen
patologiaa paranemisprosesseineen. Meilld on tiedossa
kokeessa kaytetyn mallin biologinen hajonta, jota kayt-
tden olemme laskeneet ryhmakoot siten, ettd ne ovat
pienimmat mahdolliset, joilla tilastollisesti merkittavat
ryhmien valiset erot vield saadaan nakyviin.

3. Parantaminen - Refinement

a) Perusteet eldinlajin valinnalle.

b) Miksi valittu eldinmalli on paras tie-
teellisten tavoitteiden kannalta?

c) Miten eldimille aiheutettu haitta on
tarkoitus minimoida?

a) Hiiri paaasialliseksi koe-eldaimeksi on valittu siksi, etta
kaytettavissa olevat, tutkimuskysymysten kannalta sopi-
vat siirtogeeniset eldimet ovat hiiria.

b) Kokeessa kaytettavalla aivohalvausmallilla saadaan
koe-eldimeen ihmisen aivohalvauksen patologiset muu-
tokset. Mallimme on toimiva, antaa toistettavat tulokset
ja mahdollistaa seka kudospatologian ettad kayttaytymis-
testit. Koska mallimme on pystytetty erityisesti hiirelle, se
mahdollistaa siirtogeenisten eldinten kayttamisen.

c) Eldaimille annetaan kipulaakitysta leikkauksen jalkeen
aina kun siihen on mahdollisuus. Lisdaksi olemme




optimoineet mallin siten, ettd sen aiheuttama vamma
tuottaa toistettavan vaurion, jolla on mahdollista nahda
ladkehoitojen vaikutus luotettavasti. Eldimia tarkkaillaan
aivohalvausleikkauksen jalkeen kahdesti paivassa ja nii-
den hoito on tehostettua. Hiiria nesteytetdan tarvittaessa
seka niille annetaan tarvittaessa jauhettua ruokaa. Elai-
met, jotka eivat ndayta toipumista, lopetetaan.

Hankkeesta ei tehdi / tehd3ian takau- | KYLLA
tuva arviointi

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Ikdantymisen ja ko-morbiditeettien vaikutus aivohalvaukseen

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisaltaa vakavia toimenpiteita
Kaytetaan apinoita

Muu peruste

Tavoitteiden saavuttaminen

Hanketta on kaytetty useassa aivohalvausta kasittelevassa projektissa. Naiden avulla on 16ydetty
taysin uusia mekanismeja, jotka aktivoituvat aivohalvauksessa sekd my6s uusia mahdollisia bio-
markkereita, jotka saattavat ennustaa aivohalvauksen lopputulemaa. Lisdksi yhdessa julkaistussa
artikkelissa tutkittiin kahden komorbiditeetin vaikutusta aivohalvaukseen (infektio ja ika). Tois-
artikkelia lisaa. Kaiken kaikkiaan hyodyllinen hanke, jonka tuloksia toivon mukaan paastaan jossain
vaiheessa hyddyntamaan myos kliinisissa tutkimuksissa.

Todelliset haittavaikutukset: eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan
- Ei toipumista | Lievda | Kohtalainen | Vakava
Hiiret (Mus musculus) [A1] 81 55 340 300

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

Eldimia kdytettiin vdahemman kuin oli arvioitu (Hiiri: toteutunut 1598 kpl, rotta: toteutunut O kpl).
Teimme melko paljon soluviljelmakokeita, joka vahensi kaytettyjen eldinten maaria. Kokeita teh-
tiin myos vahemman kuin alunperin oli suunniteltu. Suurimmalla osalla toteutunut haitta oli koh-
talainen (SV3) mutta joukossa oli myos vakavan haitan (SV4) kokeneita, kun tehtiin aivohalvauksia
transientilla iskemiamallilla. Tassa mallissa eldimelle tuotetaan suuri aivohalvaus, joka ulottuu kor-
teksista striatumiin ja eldimet saattavat olla heti aivohalvauksen jalkeen hyvinkin heikossa kun-
nossa. Kaytimme kuitenkin myos toista, lievempaa pysyvaa aivohalvausmallia, jossa iskeeminen
alue on huomattavasti pienempi ja eldimet toipuvat ennalleen alle viikossa. Tassa mallissa haitta
on kohtalainen.

Miten hyvin hengissa pidettyjen eldinten kohtalo tutkimuksen pdéattyessa vastaa ennakoitua
kohtaloa?

Elaimia ei jatetty henkiin tutkimuksen paattyessa vaan ne lopetettiin aina ennalta maaritettyna ai-
kana ja kudokset kerattiin talteen. Nain ajateltiin tapahtuvan myods ennakolta, joten tama vastaa
ennakoitua oikein hyvin.



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

Korvaaminen

Uusia menetelmia eldinten kayton korvaamiseksi ei timan hankkeen aikana kehitetty. Tietynkaltai-
sissa kokeissa tarvitaan eldinmallia, jotta pystytdaan arvioimaan esim. eldinten kaytosta toimenpi-
teen jalkeen. Olemme kuitenkin siirtymassa yha enemman ihmisndytteiden tutkimisen suuntaan,
yhteisty6ssa yliopistollisen sairaalan ja useiden eurooppalaisten sairaaloiden kanssa, joten talla
hetkella me emme tarvitse eldinten aivohalvauslupaa ollenkaan.

Vahentaminen

Kaytimme melko paljon solumalleja kokeissamme, ja kaikkea suunniteltua eilopulta toteutettu.
N&in ollen eldinten maara jai arvioitua pienemmaksi. Eldimid tarvitaan yha edelleen esimerkiksi
kayttaytymisen ja toipumisen selvittamiseksi. Ndita asioita ei pystyta solukokein tutkimaan. Hank-
keesta saatujen tietojen valossa pystytdan jatkossa tarkemmin suunnittelemaan tietynlaisten ko-
keiden ja mallien eldinryhmien kokoja, jolloin liian suuria ryhmia ei tarvita vaan voidaan tehda voi-
malaskelmat ja ndin ottaa vain tarvittavat eldimet koetta varten.

Parantaminen

Kaytetyt eldinmallit (pysyva ja transientti aivohalvausmalli) molemmat palvelevat tiettyja tarkoi-
tuksia. Néama mallit ovat paljon tutkittuja ja niita kdyttamalld omia tutkimuksiamme pystytdaan ver-
taamaan myods muiden tekemiin tutkimuksiin. Pysyva malli aiheuttaa eldimille vahemman karsi-
mysta ja on myOs nopeampi suorittaa, joten sitd mallia suosimme myos jatkossa. Kuitenkin talla
mallilla tietyille hiirilinjoille aiheutetut vauriot ovat niin pienia, ettei niita pysty esim. kayttaytymis-
kokeissa havaitsemaan. Tall6in olennaista on kdyttad mallia, josta aiheutuu riittava haitta elai-
melle, jolloin esim. |adkehoitojen parantavaa vaikutusta pystytaan paremmin tutkimaan.

Ennen leikkausta hiirille annettiin aina kipuldakettd, jos se ei vaikuttanut tutkittaviin hoitoihin. Sa-
moin sitd annettiin leikkauksen jalkeen. Pysyvan aivohalvauksen jadlkeen eldinten annettiin toipua
omassa hakissdaan. Transientin aivohalvauksen jalkeen eldimille annettiin lisdlampo6a laittamalla ne
[ampokaappiin. Eldimille myos annettiin fysiologista suolaliuosta transientin leikkauksen jalkeen
korvaamaan mahdollisesti leikkauksen aikana menetettyja nesteitd. Nama eivat sinansa olleet uu-
sia keinoja, vaan olemme néin tehneet jo edellisten lupien alla. Mutta ne parantavat eldinten toi-
pumista ja kuntoa selkeasti etenkin rankemman leikkauksen jalkeen.

Muu: korvaavien menetelmien jakaminen

Loydokset julkaistaan/on jo julkaistu tieteellisissa lehdissd, joten samoja kokeita ei muiden tarvitse
enaa suorittaa. Tassa hankkeessa suoritetuista kokeista olemme saaneet paljon tietoa esimerkiksi
ekstrasellulaarisista vesikkeleista, joiden tutkimista aiomme jatkaa tulevissa hankkeissa ihmisnayt-
teiden avulla. Hankkeesta saadut tulokset ovat siis johtaneet tutkimuksemme lahemmaksi kliinisia
tutkimuksia ja ladketieteellisia 10ydoksia.

6 YLEISTAJUINEN THIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi Laakeaihiot hermostovaurion parantamiseksi

Hankeluvan kesto 3 vuotta

Avainsanat lddkeaihio; selkdydintrauma; soluvéliaine; regeneraatio

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

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttdminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus




Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Kylla

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

Traumaattinen aivovaurio ja selkdydinvaurio aiheuttavat valta-
via inhimillisia tragedioita ja kustannuksia yhteiskunnille. Yksis-
taan USA:ssa arvioidaan olevan noin 5 000 000 aivovauriosta
karsivaa potilasta ja noin 260 000 selkdydinvauriosta karsivaa
potilasta.

Vauriot syntyvat tyypillisesti erilaisissa tapaturmissa, kuten
liikenneonnettomuuksissa. Pelkdastdaan USA:ssa aivovaurioiden
arvioidaan aiheuttavan yhteiskunnalle noin 60 miljardin dollarin
kustannukset vuodessa, ja selkdydinvaurioiden aiheuttamiksi
kustannuksiksi arvioidaan noin 14.5 miljardia dollaria vuodessa.
Keskushermostovaurion kokeneet potilaat voivat joutua ela-
maan rullatuolin varassa lopun eldamadansa ja tarvitsevat siten
monen tyyppista hoitoa ja tukea. Hermosoluyhteydet re-
generoituvat huonosti aivovaurion ja selkdydinvaurion jalkeen.
Yhtdaan varsinaisesti parantavaa hoitoa ei ole talla hetkella kay-
tettdvissa; ainoastaan oireita lievittavia hoitoja, kuten turvotuk-
sen ja kivun hallinta, kdytetaan ladkkeellisind hoitoina. Ladketie-
teellinen tarve uusien hoitostrategioiden kehittamiseen on si-
ten ilmeinen. Terapia, jonka seurauksena yksil6 pystyisi liikku-
maan ja selviamaan omatoimisesti halvauksen aiheuttavan ai-
vovaurion tai selkdydinvaurion jalkeen, olisi todellinen ladketie-
teellinen ldpimurto.

Hankkeessa selvitetdaan kahden laakeaihion regeneraatiota
edistdavaa vaikutusta selkdydintrauman malleissa. HB-GAM on
fysiologisesti keskushermostossa korkeina pitoisuuksina esiin-
tyva erilaistumistekija, joka tarttuu soluvdliaineeseen. Prota-
miini taas on ihmisen ladkkeeksi hepariinivaikutuksen pysaytta-
miseksi hyvaksytty proteiini, joskin silld ja sen polyetyleenigly-
kolilla kasitellylla johdannaisella on alustavien tulostemme mu-
kaan jonkin verran toksisia vaikutuksia, jotka havidavat kaytetta-
essa protamiinin fragmenttia (pienimolekulaarinen protamiini)
kokopitkan molekyylin sijaan.

Laakeaihioiden valinta perustuu suorittamiimme tutkimuksiin
hermosoluviljelmilld, joissa todetaan regeneraatiota edistava
vaikutus soluissa, jotka viljelldan hermoston soluvaliainetta
muistuttavalla matriksilla.

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

Hanke edistda uusien hoitostrategioiden kehittdmista ja par-
haassa tapauksessa johtaa keskushermoston plastisuutta ja re-
generaatiota edistavan biologisen ladkkeen kayttoon. Par-
haassa tapauksessa hankkeessa saadaan valmiiksi ns. ”proof-of-
principle” soluviljelmia ja koe-eldimia kayttaen, minka jalkeen
paastaan kokeilemaan biologista |aaketta ihmisella ns. Faasi 1:n
kliinisessa tutkimuksessa, joka on tarkoitus aloittaa ensisijaisesti
selkdydinvaurion hoitoon.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri, 1940; rotta, 600 eldinta.




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

Hankkeessa eldimille aiheutuu haittaa kirurgisesta selkdydin-
vaurion indusoinnista, laakkeiden annostelusta seka kayttayty-
mistutkimuksista. Selkdydinvaurion jalkeen hemitrauman koke-
neilla eldimilla on véliaikainen (1-3 paivaa) vasemman tai oi-
kean puolen halvaantuminen. Kirurgian jalkeinen kipu kestaa
noin 3 pdivaa, jolloin eldimet liikkuvat vahan ja voivat menettas
maksimissaan 25 % painostaan. Ensimmaisen viikon loppuun
mennessa selkdydinvaurion lapikdyneet eldimet aktivoituvat ja
aloittavat normaalin sydmisen ja saavuttavat takaisin menetta-
maansa painoaan. Ne eldimet, jotka eivat saavuta itsendista liik-
kumista ja sydomiskayttaytymista 4 paivaa vaurion aiheuttami-
sesta jalkeen lopetetaan. Eldimet lopetetaan kokeen paatyttya.

Vakavuusluokat: 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?

Soluviljelymallien perusteella tapahtuva |dakeaihioiden seu-
lonta vahentdaa huomattavasti koe-eldinten kayttoa. Tyossa on
tdhan mennessa selvitetty laajasti Iadkeaihioiden regeneraa-
tiota edistavaa vaikutusta kayttamalla keskushermoston soluja
viljelmassa.

Menetelmassa seurataan ladkeaihioiden kykya edistaa
hermosoluverkostojen kehittymista viljelmassa. Kudoksen
hermosoluverkostot ovat kuitenkin monimutkaisia rakenteita,
eika niiden kaikkia ominaisuuksia voida todentaa soluviljel-
massa. Siksi lupaavimmat lddkeaihiot on tutkittava lisaksi ela-
vassa eldimessa.

2. Vihentdminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta elai-
mia kdytetdan mahdollisimman
vdhan?

Kaytettavat menetelmat ovat tieteellisen kirjallisuuden perus-
teella validoituja, mika odotettavasti vahentda turhia toistoja ja
siten kaytettavia eldinmaaria.

3. Parantaminen - Refinement

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

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

a, b) Hiirimallien kdytolla on regeneraatiotutkimuksessa
keskeinen asema, ja kaytettavat koeasetelmat ovat hyvin
testattuja nimenomaan hiirilla. Transgeeniset elainmallit, joita
regeneraatiotutkimus kayttda, ovat nimenomaan saatavissa
hiirinad ja mahdollisesti tulevaisuudessa tarvittavat transgeeni-
set mallit tulevat mita todenndkoisimmin edelleen perustu-
maan hiiren kayttoon koe-eldimena.

¢) Kirurgisten toimenpiteiden yhteydessa ilmenevaa kipua ja
turvotusta lievitetdaan kipuldaakityksella ja steroidilaakityksella,
tarvittaessa jo ennen kirurgiaan ryhtymista. Lisaksi eldinten toi-
pumista edistetdan kayttamalla pehmeda ja [ammittavaa pesa-
materiaalia, lammittavaa alustaa ja nestemaista ruokaa.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Ladkeaihiot selkdydinvaurion parantamiseksi




Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisdltaa vakavia toimenpiteitd
Kaytetadn apinoita

Muu peruste

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli modifioida keskushermoston soluvdliainetta siten ettad se edistaisi her-
mosoluyhteyksien kasvua trauman jalkeen. Vauriomallina olemme kayttaneet 1ahinna selkdytimen
hemisektiota ja hemikontuusiota C4-alueella hiirilla ja selvittaneet motoristen funktioiden palautu-
mista kayttaytymiskokeilla. Ladkeaihioina olemme kayttaneet keskushermoston soluvaliaineen
kondroitiinisulfaattiproteoglykaaneihin voimakkaasti sitoutuvia proteiineja HB-GAM (heparin-bin-
ding growth-associated molecule; pleiotrophin) ja LMWP (low-molecular weight protamine). Mo-
lemmat ladkeaihiot muuttavat keskushermoston soluvaliainetta siten, ettd estovaikutuksen sijaan
nahdaan edistava vaikutus hermosolujen yhteyksien kasvuun keskushermoston soluviljelymal-
leissa. C4-alueen vauriomallissa hiirilla nahddaan motoristen funktioiden palautumista erityisesti
testeissa, jotka vaativat koordinaatiota, kuten tikkailla kiipedminen ja vaurioitetun puolen eturaa-
jan kaytto. Yleinen motorinen aktiivisuus taas sdilyy olennaisesti samana ladkeaihioilla hoidetuissa
hiirissa ja kontrollihiirissa. Mainittujen tulosten perusteella tutkimuksen tavoite on olennaisesti
saavutettu, ja erityisesti LMWP on jatkoselvittelyn aiheena mahdollisten kliinisten sovellusten
miiksi ja julkaista kansainvalisissa asiantuntija-arviointia kayttavissa tieteellisissa sarjoissa vuoden
kuluessa.

Todelliset haittavaikutukset: eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan
- Ei toipumista | Lieva Kohtalainen | Vakava
Hiiret (Mus musculus) [A1] 1 7 200 2

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

Koe-eldinluvan mukainen maksimaalinen vakavuustaso (SV4) koski vain harvoja eldimia, jotka sul-
jettiin pois kokeista eettisista tai kaytannollisista syista, jotka aiheuttivat hankaluuksia toipumisen
seurannassa. Kirurgisen toimenpiteen aiheuttamana komplikaationa muutamalla eldimella esiintyi
vakava motorinen ongelma molemmilla puolilla mika vaikeutti eldinten itsenaista liikkumista, syo-
mista ja rakon hallintaa. Useimmissa tapauksissa eldimilla oli kipua 3—4 paivaa, minka jalkeen nii-
den paino alkoi nousta. Useimmiten oli mahdollista tehda yksinkertaisia kayttaytymistesteja (avo-
kenttatesti, sylinteritesti) 1 viikon jalkeen, kun eldimet kykenivat liikkumaan vapaasti. Vaikeammat
testit, jotka vaativat eldimilta enemman fyysista ponnistelua, kuten pyorivalla tangolla pysyminen,
kiipeamistesti ja tarttumislujuustesti, aloitettiin vasta lihaksen ja ihon haavojen parannuttua 2 viik-
koa kirurgian jalkeen. Kaiken kaikkiaan useimmilla eldimilla vakavuustaso oli kohtalainen (SV3) eika
maksimaalinen (SV4).

Yleensa traumatisoitujen eldinten funktiot ovat alentuneet eturaajan tarttumislujuustestissa, verti-
kaalisessa kiipeamisnopeudessa ja taipumuksessa kayttda vaurioitettua puolta (sylinteritesti), kun
taas lokomotorinen aktiviteetti (avokenttatesti) ja motorinen koordinaatio (pyorivalla tangolla py-
syminen) ovat vain vahan alentuneet tai intaktit. Useimmissa tapauksissa paino saavuttaa kontrol-
litason 8 viikon kuluttua. Selkdaydintrauman malli sisdltaa komplisoidun kirurgian, johon sisaltyy
monia riskitekijoita minka vuoksi kokeiden valmistelun tulee olla tasmallista ja eldinten hoidon tu-
lee olla intensiivistda muutama paiva kirurgian jalkeen. Kuitenkin jo 2 viikkoa kirurgian jalkeen haa-
vojen parannuttua eldimet ovat aktiivisia eika niilla nayta olevan mitdan selkeasti havaittavia on-
gelmia. Lisaksi elaimille tehtiin allodyniatesti lisdantyneen neurologisen kivun toteamiseksi ja an-
hedoniatesti (mieltymys sakkariiniliuokseen) mahdollisten depression oireiden toteamiseksi 8



viikkoa trauman jalkeen. Merkittavia eroja ei havaittu kontrollieldinten ja vaurioitettujen eldinten
vélilla. Sen vuoksi uskomme, ettd kayttaytymiskokeissa kaytettyjen eldinten stressitaso ei ole huo-
mattava (SV3, Kohtalainen).

Miten hyvin hengissa pidettyjen eldinten kohtalo tutkimuksen paattyessa vastaa ennakoitua
kohtaloa?

Yleensa traumatisoitujen eldinten funktiot olivat alentuneet eturaajan tarttumislujuustestissa, ver-
tikaalisessa kiipedmisnopeudessa ja vaurioitetun puolen kdytossa (sylinteritesti), kun taas lokomo-
torinen aktiviteetti (avokenttatesti) ja motorinen koordinaatio (pyorivalla tangolla pysyminen) oli-
vat vain vahan alentuneet tai intaktit. Jo 2 viikkoa kirurgian jalkeen haavojen parannuttua eldimet
olivat aktiivisia eika niilla nayttanyt olevan mitdan selkeasti havaittavia ongelmia. Useimmissa ta-
pauksissa paino saavutti kontrollitason 8 viikon kuluttua. Lisaksi eldimille tehtiin allodyniatesti li-
sadantyneen neurologisen kivun toteamiseksi ja anhedoniatesti (mieltymys sakkariiniliuokseen)
mahdollisten depression oireiden toteamiseksi 8 viikkoa trauman jalkeen. Merkittavia eroja ei ha-
vaittu kontrollieldinten ja vaurioitettujen eldinten valilla. Kaiken kaikkiaan hengissa pidetyt eldimet
selvisivat tutkimussarjoista ennakoitua vahemmilla ongelmilla. Kaikki tutkimussarjasta selvinneet
elaimet kaytettiin kokeiden loputtua elinten kerddamiseen histologiaa ja immunohistokemiaa var-
ten, mika vahentaa tarvittavien eldinten maaraa ja tarkentaa tutkimussarjasta saatua tietoa.

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

Korvaaminen

Soluviljelymallien perusteella tapahtuva |dakeaihioiden seulonta vdahensi huomattavasti koe-eldin-
ten kayttoa. Tyossa on tdhdn mennessa selvitetty laajasti [ddkeaihioiden regeneraatiota edistavaa
vaikutusta kayttamalla keskushermoston soluja viljelmassa. Menetelmdassa seurataan ldakeaihioi-
den kykya edistda hermosoluverkostojen kehittymista primadarisessa neuroniviljelmassa. Kudoksen
hermosoluverkostot ovat kuitenkin monimutkaisia rakenteita, eika niiden kaikkia ominaisuuksia
voida todentaa soluviljelmassa. Siksi lupaavimmat lddkeaihiot on tutkittava lisdaksi elavassa elai-
messa.

Vahentaminen

1) Kaytetyt menetelmat ovat tieteellisen kirjallisuuden perusteella validoituja, mika odotettavasti
vahentaa turhia toistoja ja siten kaytettavia eldinmaaria.

2) Olemme pyrkineet valttamaan eldinten kayttod pelkastaan histologisiin analyyseihin. Aina kun
se on ollut mahdollista, olemme kayttaneet kayttaytymiskokeista tulevia eldaimia histologisiin ana-
lyyseihin. Olemme kadyttaneet vihemman eldimia kuin esitimme koesuunnitelmassa, osin ylla mai-
nitusta syista johtuen, osin taloudellisista syistd. Tulevissa kokeissa kdaytanndn kokemuksemme
auttaa varautumaan mahdollisiin komplikaatioihin mika edistaa elainmaarien vahentamista.
Parantaminen

1) Kirurgisten toimenpiteiden yhteydessa ilmenevaa kipua ja turvotusta lievitettiin kipuldakityk-
sella ja steroidilaakitykselld, tarvittaessa jo ennen kirurgiaan ryhtymista. Lisaksi eldinten toipumista
edistettiin kdyttamalld pehmeaa ja lammittdvaa pesamateriaalia, lammittavaa

alustaa ja nestemaista ruokaa.

2) Olemme kokeilleet eri hiirilinjojen soveltuvuutta kokeisiimme komplikaatioiden vahentamiseksi.
Olemme havainneet, etta FVB-linja kestaa erinomaisesti kirurgiaa mutta siina esiintyy poik-
keavuuksia kayttaytymisessa mika hankaloittaa kayttaytymistestien arviointia. C57B16-linjassa
esiintyy enemman anestesiakomplikaatioita, herkkyytta infektioihin ja iho-ongelmiin mutta linja
on soveltuvampi kayttaytymistesteihin. Mainitut tiedot ovat hyddyllisia tulevien kokeiden suunnit-
telussa.

3) Kirjallisuuden mukaan eldinten pitdminen ryhmissa ja sosiaalinen vuorovaikutus edistavat para-
nemista eri taudeissa. Aina kun se on mahdollista, pyrimme kayttdmaan ryhmina naarashiiria



pitkdaikaisissa kokeissa, joihin liittyy kivuliasta kirurgiaa minka jalkeen seuraa useita kdyttaytymis-
testejd. Ryhmina pidetyt naarashiiret tappelevat harvoin, mika on hyvin térkeaa kirurgiasta toipu-
misen ja kdyttaytymistestien tulkinnan kannalta.

Muu: korvaavien menetelmien jakaminen

Kykenimme lissdamaan huomattavasti eldinten hengissa pysymista ja vahentamaan eldinten ongel-
mia kokeellisessa kaularangan alueen selkdydinkirurgiassa. Kirurgiassa kdytettdvan anestesian ja
kirurgian jalkeisen hoidon kehittaminen vahentavat kaytettavien eldinten maaraa ja kirurgian jal-
keen ilmenevia komplikaatioita. Olemme identifioineet parhaimmin soveltuvat kdyttaytymistestit
funktionaalisen regeneraation toteamiseksi selkdytimen hemisektiossa ja hemikontuusiossa C4-
alueella hiirissa, mika lisaa kokeiden toistettavuutta ja mahdollisuutta kayttaa niita laakekehityk-
sessa. Pyrimme jakamaan havaintomme kahdessa julkaisussa kansainvaliselle tiedeyhteisolle.

7 YLEISTAJUINEN THVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Clostridium botulinumin neurotoksiinituotantoon ja taudinai-
heutukseen vaikuttavat tekijat

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

Clostridium botulinum, botulinumneurotoksiini, botuliini, botu-
lismi

Hankkeen tarkoitus

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

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttdminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

Clostridium botulinum —bakteeri tuottaa kasvaessaan voimak-
kainta tunnettua myrkkya, botuliinia, joka on hermomyrkky ja
aiheuttaa ihmiselle henkea uhkaavan botulismin. Botulismille
on tyypillista neliraajahalvaus. Yleisimmin botulismi saadaan
ruokamyrkytyksena kun C. botulinumin iti6ita on joutunut ruo-
kaan ja ne ovat ruuan sdilytyksen aikana itdneet, lisddntyneet ja
tuottaneet botuliinia. Erityisesti pakattuihin ja pitkaan sailytet-
taviin elintarvikkeisiin liittyy botulismiriski. Tekijoita, jotka vai-
kuttavat C. botulinumin neurotoksiinituotantoon tai toksiinin
taudinaiheutukseen ihmisen elimistdssa, ei tunneta hyvin.
Tassa tutkimuksessa selvitetaan naita tekijoita.

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

C. botulinum —kantojen neurotoksiinituotannon saatelymeka-
nismien ja toksiinin rakenteeseen ja taudinaiheutukseen liitty-
vien proteiinien tunteminen on valttamatonta niin botulismin
epidemiologian ja patogeneesin ymmartamisen ja hoitokeino-
jen kehittamisen kuin elintarvike- ja ladketeollisuuden proses-
sien hallitsemisen kannalta.

Tutkimuksella tuotetaan tarkeda perustietoa, jonka avulla elin-
tarvikkeisiin liittyvaa botulismiriskia voitaisiin hallita nykyista
paremmin.




Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

hiiri, 3500 kpl

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

Koe perustuu ndyteuutteen ruiskuttamiseen hiiren vatsaonte-
loon (ip) tai annostelemiseen suun kautta (po) ja botulismille
tyypillisten oireiden havaitsemiseen positiivisten naytteiden
kohdalla. Naytteenantotoimenpide aiheuttaa eldimille lievaa ja
lyhtyaikaista kipua tai stressia. Botulismi aiheuttaa eldimille hal-
vaantumisoireet, mutta ei kipua eika tajunnanmenetysta. Hal-
vauksen edetessa hengitys vaikeutuu ja pysahtyy kokonaan.
Eldimet pyritdan lopettamaan ennen taudin etenemista tahan
vaiheeseen. Seuranta-ajan paatyttya eldimet lopetetaan.

Vakavuusluokat: vakava

3R-menetelmien soveltaminen - A

pplication of the 3Rs

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

Hiiren letaalikoe on ainoa botulinumneurotoksiinin osoittami-
seen standardoitu menetelma. Koe osoittaa myos toksiinin bio-
logisen aktiivisuuden, mika ei ole mahdollista esim. tutkimus-
kayttéon suunnitelluilla immunologisilla tai DNA/RNA-pohjai-
silla in vitro -testeilla.

2. Vihentdaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta elai-
mia kdytetdan mahdollisimman
vahan?

Tutkimuksessa seulotaan suuri maara C. botulinum GM-kantoja
in vitro -testein (ELISA/gPCR) ja vain lupaavimmat kandidaatit
valitaan hiirikokeeseen geenimutaation aiheuttaman toksiiniak-
tiivisuuden muutoksen osoittamiseksi. Sopivimmat nayte-
laimennokset valitaan hiirikokeeseen ELISA-testin tulosten pe-
rusteella ja kokeen ensimmaisessa vaiheessa seulotaan sopi-
vimmat 10-kertaiset naytelaimennokset kayttamalla 2
hiirtd/naytelaimennos. Varsinaisessa toksisuuskokeessa kayte-
taan tarkempaa laimennossarjaa ja tutkitaan 5 hiirtd/nayte-
laimennos tilastollisen luotettavuuden takaamiseksi.

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) Hiiren herkkyys botulinumneurotoksiinille on samaa luok-
kaa kuin ihmisen, mika puoltaa hiiren kdyttéa toksiininosoitus-
testissa. Hiiren letaalikoe on ainoa botulinumtoksiinin osoitta-
miseen tarkoitettu standardimenetelma.

c) Eldimet lopetetaan tyypillisten botulismioireiden (tai muiden
sairauden oireiden) ilmaannuttua. Botulismi aiheuttaa eldimille
halvaantumisoireet, mutta ei kipua eika tajunnanmenetysta.
Halvauksen edetessa hengitys vaikeutuu ja pysahtyy kokonaan.
Eldimet pyritdadn lopettamaan ennen taudin etenemista tahan
vaiheeseen.

Vatsaonteloon (ip) ndytetta ruiskutettaessa injektion jalkeen
eldaimia seurataan 1-2 h vdlein ensimmaisen 12 h aikana, jolloin
95 %:ssa tapauksista botulismin oireet kehittyvat. Laboratoriol-
lamme on pitkdaikainen kokemus ip-testin oireiden kehittymi-
sen seuraamisessa.

Suun kautta (po) naytetta annosteltaessa tehddan ensin po-pi-
lottikoe, jonka tarkoituksena on kartoittaa mahdollisimman ai-
kaisessa vaiheessa ilmenevat, botulismiin johtavat irreversiibelit
oireet, joiden perusteella eldimet voidaan lopettaa ennen varsi-
naisen systeemisen botulismin kehittymista ja siten vahentaa




eldinten kokemaa karsimysta (humane end point). Pilottikokeen
tulosten perusteella valitaan sopiva seurantatiheys varsinaisiin
toksisuuskokeisiin.

Hankkeesta ei tehdi / tehd3in KYLLA
takautuva arviointi

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Clostridium botulinumin neurotoksiinituotantoon ja taudinaiheutukseen vaikuttavat tekijat

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisaltaa vakavia toimenpiteita
Kaytetaan apinoita
Muu peruste

Tavoitteiden saavuttaminen

Clostridium botulinum —bakteeri tuottaa kasvaessaan voimakkainta tunnettua myrkkya, botuliinia,
joka on hermomyrkky ja aiheuttaa ihmiselle henkea uhkaavan botulismin. Botulismille on tyypil-
lista neliraajahalvaus. Tekijoita, jotka vaikuttavat C. botulinumin tuottaman toksiinin taudinaiheu-
tukseen ihmisen elimistdssa, ei tunneta hyvin.

Hankeen tavoitteet saavutettiin paapiirteittdin. Tutkimuksessa selvitettiin toksiinituotantoon liitty-
vien, toistaiseksi tuntemattomien proteiinien roolia botulinum-toksiinin taudinaiheutuksessa. Tut-
kituilla proteiineilla oli oleellinen vaikutus botuliinin oraaliseen toksisuuteen. C. botulinum —kanto-
jen taudinaiheutukseen liittyvien proteiinien tunteminen on valttdamatonta patogeneesin ymmar-
tdmisen seka elintarvike- ja |ddketeollisuuden prosessien hallitsemisen kannalta. Hankkeen tulok-
sia ei ole vield julkaistu. Tuloksia kasitteleva kasikirjoitus on tyon alla ja se lahetetdaan arvioitavaksi
vertaisarvioituun, kansainvaliseen tieteelliseen lehteen kevadseen 2023 mennessa. Julkaisun odo-
tetaan tarkentavan ja osin muuttavan tiedeyhteison kasitysta botulinumtoksiinin patogeneesista ja
yleisemmin oraalisesti vaikuttavien toksiinien toiminnasta.

Todelliset haittavaikutukset: eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan
- Ei toipumista | Lieva Kohtalainen | Vakava
Hiiret (Mus musculus) [A1] 0 374 212 180

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

Hankkeessa kaytettyjen eldinten maara on ennakoitua maaraa pienempi. Tutkimuksessa seulottiin
suuri maara GM-kantoja in vitro -maarityksilla ja vain pieni osa osoittautui lupaaviksi kandidaa-
teiksi, jotka tutkittiin hiirikokeissa.

Covid-19 pandemian aikana hankkeen eteneminen hidastui.

Ennakoitu vakavuusluokka oli "vakava" kaikille eldimille. Suurella osalla eldaimista esiintyi kuitenkin
vain lievia tai kohtalaisia oireita, joten todellinen eldinmaara luokassa "vakava" oli ennakoitua ma-
talampi.

Miten hyvin hengissa pidettyjen eldinten kohtalo tutkimuksen pdattyessa vastaa ennakoitua
kohtaloa?
Eldinten kohtalo vastasi ennakoitua kohtaloa tdysin.

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



Ei voida korvata. Eldinkoe on edelleen ainoa menetelma, joka huomioi seka toksiinin imeytymisrei-
tit ettd sen tunkeutumisen presynaptiseen hermosoluun ja endopeptidaasiaktiivisuuden hermoso-
lussa.

Vahentaminen

Tutkimuksessa seulottiin suuri maara GM-kantoja in vitro -maarityksilla ja vain lupaavimmat kandi-
daatit kaytettiin hiirikokeissa. Toteutuneiden kokeiden osalta hiirten maara vastasi ennakoitua.
Parantaminen

Eldinkoe on edelleen tarkoituksenmukaisin. Se on ainoa menetelma, joka huomioi seka toksiinin
imeytymisreitit ettd sen tunkeutumisen presynaptiseen hermosoluun ja endopeptidaasiaktiivisuu-
den hermosolussa.

Kaytimme joustavia silikonisyottoneuloja terdsneulojen sijaan vahentadksemme hiirten loukkaan-
tumisriskia ja tarpeetonta kipua.

Muu: korvaavien menetelmien jakaminen

Joustavien silikonisyottoneulojen kayttoonotosta terdsneulojen sijaan on keskusteltu toimenpi-
teita tekevien henkildiden ja vastuullisten eldinldadkarien kanssa. Aiheeseen liittyvaa laboratorio-
ohjetta on tarkistettu. Joustavien syoéttoneulojen hyoty kuvataan myoés hankkeen tieteellisessa jul-

kaisussa.

8 YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Ladkeaineiden tehon testaaminen epilepsian ja migreenin
prekliinisissa tautimalleissa

Hankeluvan kesto 3 vuotta

Avainsanat Epilepsia, migreeni, ladketutkimus, prekliininen

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

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttdminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

Epilepsian ja migreenin hoitoon ei ole olemassa tehokkaita 13a-
keaineita. Molemmat sairaudet aiheuttavat potilaille ja heidan
omaisilleen karsimysta ja niista koituu yhteiskunnalle huomat-
tavia kustannuksia. Yritys tarjoaa lddkekehitysteollisuudelle in
vivo -eldinmalleja lupaavien |adkeaineiden prekliiniseen tes-
taukseen. Tavoitteena on edesauttaa potentiaalisten |dakeai-
neiden etenemista kliinisiin kokeisiin.

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

Tavoitteena on kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja migree-
niin ja epilepsiaan. Tutkimusmallien kaytto edistda myos em.
tautien mekanismien tutkimista, mikd edesauttaa uusien 1aak-
keiden ja ladakehoitomuotojen kehittamista.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

1500 rottaa, 1050 hiirta.

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

Tutkimuksessa eldimille aiheutuu haittaa kirurgisista toimenpi-
teistd, indusoidusta sairaustilasta, annosteluista,




naytteenotoista seka yksinpidosta seuranta-aikana. Tutkimuk-
sen paatteeksi eldimet lopetetaan.

Vakavuusluokat: lievd, vakava

3R-menetelmien soveltaminen - A

pplication of the 3Rs

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

1. Replacement

In vitro -mallit migreenin ja epilepsian tutkimiseksi ovat hyvin
rajalliset johtuen taudin moniulotteisuudesta, kasittden hermo-
verkkojen yhteistoiminnan eri aivoalueiden valilla seka keskus-
hermostoon liittyvan patologian. Uusien lddkkeiden todellista
tehoa tai vastetta seka turvallisuutta voidaan tutkia luotetta-
vasti vain koe-elainmalleissa ennen kliinisia kokeita. Myodskaan
tietokonepohjaiset simulaatiot epilepsian ja migreenin tutki-
muksessa eivat ole mahdollisia johtuen taudin mekanismien
monimutkaisuudesta.

2. Vahentdminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta elai-
mid kdytetadn mahdollisimman
vdhan?

2. Reduction

Koeasetelmat on standardoituja ja niiden kaytén pohjana on
perusteellinen mallien validointity6. Validointityolld varmiste-
taan, etta koe-eldinmalli kayttaytyy mallille kuuluvalla tavalla ja
antaa oikeanlaisen tautivasteen. Koeasetelmissa ryhman sisai-
nen variaatio minimoidaan mallivalidaatiotyolld, joka maaritte-
lee tilastollisesti tarvittavat ryhméakoot (voima-analyysi) ja joka
maarittdaa koe-eldinten kayton maaran kussakin koeasetel-
massa. Perusteellisen validaatiotyon ja tilastollisen voima-ana-
lyysin perusteella voidaan luotettavasti ennustaa soveltuvat
ryhmakoot, jotka minimoivat eldinten kaytén alimpaan mahdol-
liseen ilman etta koeasetelman tilastollinen voima vaarantuu.

3. Parantaminen - Refinement

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

c) Miten eldimille aiheutettu
haitta on tarkoitus minimoida?

3. Refinement

Suurin osa epilepsian ja migreenin eldinmalleista on kehitetty
jyrsijoissa, etenkin rotissa. Jyrsijoissa havaitut taudin mekanis-
mit, vasteet nykyisille ldakkeille ja eldinten kdayton maara suh-
teessa saatavaaninformaatioon ladkeaineen tehosta ja turvalli-
suudesta ovat hyvat. Tutkimuksissa voidaan kayttaa joko rottia
tai hiiria riippuen ladkekehitystyon tarpeista. On mahdollista,
ettd aikaisempi tutkimusaineisto (esim. farmakokineettiset tu-
lokset) on olemassa esim. rotissa. Talloin on luontevaa, etta itse
tutkimukset tehddaan samalla lajilla. Alemmilla selkdrankaisilla
tai in vitro -menetelmin ei voida saada samanlaista tietoa uu-
sien ladkeaineiden tehosta, koska kyseiset menetelmat eivat
ole standardoituja eivatka yleisesti hyvdksyttyja ja kaytettyja.
Taman lisdaksi ndista menetelmista ei ole saatavissa tietoa talla
hetkelld kaytettyjen ladkeaineiden vasteista, joita voitaisiin
kayttaa verrattaessa uusista ladkeaineista saatavia tuloksia. Yk-
sinpidon aiheuttamaa haittaa pienennetaan virikkeiden avulla.

Epilepsiakohtaukset voidaan havaita joko EEG-signaalista tai
eldinten kayttaytymisesta. Epilepsiakohtauksista rotalle aiheu-
tuu tiettyjen aivoalueiden solutuhoa. Epilepsian indusointia

seuraavina pdivinad kohtausten voimakkuutta ja kestoa voidaan




seurata eldinkohtaisen seurantalomakkeen avulla. Lomakkee-
seen kirjataan tietylla ajanjaksolla havaitut kohtaukset ja muut
mahdolliset kayttaytymismuutokset (paino, turkin kunto, ag-
gressiivinen kayttaytyminen, liikkuminen (ataxia), hannan
asento, kdantymisrefleksi yms.). Kohtausten vailla eldinten ul-
koisessa habituksessa ja kayttaytymisessa ei valttamatta nahda
merkittavia muutoksia. Elaimilla havaitaan kuitenkin esim. tur-
kin porroisyytta ja mahdollisesti painon laskua. Muuten eldimet
pystyvat lilkkkumaan normaalisti. Padasaantoisesti eldimet toipu-

vat hyvin kohtauksista.

Hankkeesta ei tehdi / tehd3in KYLLA
takautuva arviointi

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Ladkeaineiden tehon testaaminen epilepsian ja migreenin prekliinisissa tautimalleissa

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisdltaa vakavia toimenpiteita
Kaytetadn apinoita

Muu peruste

Tavoitteiden saavuttaminen

Kaytetyt elainmallit toimivat odotetusti ja antoivat luotettavia tuloksia ladkeaineiden tehokkuu-
desta. Migreenimalleissa tehdyt kdyttaytymistestit osoittivat huomattavaa vaihtelua eldinten va-
lilld ja valitettavasti suurempia ryhmakokoja ja toistokokeita tarvittiin tulosten varmistamiseksi.

Todelliset haittavaikutukset: eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan

- Ei toipumista | Lievd Kohtalai- Vakava
nen

Hiiret (Mus musculus) [A1] 0 58 492 0

Rotat (Rattus norvegicus) [A2] 236 359 188 0

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

Epilepsia osahankkeen kohdalla ei tehty lainkaan kokeita, joissa eldin olisi ollut hereilla epilepsian
indusoinnin aikana. Luvan voimassaoloaikana tehtiin ainoastaan tutkimuksia, joissa eldimet olivat
terminaalianestesiassa epilepsian indusoinnin aikana ja kohtauksia seurattiin MRI-mittauksessa.
Eldimet lopetettiin seurannan paatteeksi. Kuolleisuutta ei ilmaantunut. Tadssa osahankkeessa va-
kavin haitta (lievad) aiheutui mittausta edeltdvasta ladkinnasta. Eldimia kaytettiin huomattavasti
vahemman kuin mihin lupaa hakiessa varauduttiin (120 rottaa, O hiirta).

Migreeni osahankkeen kohdalla alkuperdisen luvan arvioitiin asettuvan luokkaan lieva, silla kokeita
suunniteltiin tehtdavan vain esildakityilla eldimilla terminaalianestesiassa. Luvalle kuitenkin haettiin
muutos, joka nosti osassa kokeita vakavuusluokan kohtalaiseen, sillda migreeni aiheutettiin hereilla
olevalle eldimelle. Kdyttaytymistestitulosten perusteella ndissa kokeissa voitiin myos todeta eldin-
ten kokevan lievaa/kohtalaista paansarkya. Eldimia kaytettiin 663 rottaa, 550 hiirta.

Miten hyvin hengissa pidettyjen eldinten kohtalo tutkimuksen pdattyessa vastaa ennakoitua
kohtaloa?

Eldimet lopetettiin tutkimuksen paatteeksi suunnitelman mukaan.




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

Korvaaminen

Korvaavia menetelmia ei pystytty maarittamaan.

Vdhentdminen

Kaytetyt eldainmaarat ovat pitkalti koeasetelmasta riippuvia. Kokeita suunnitellessa on haettu tasa-
painoa mahdollisimman pienten ryhmakokojen ja tilastollisesti merkitsevien eldinmaarien valilla
siten, ettd kaikki tarvittavat verrokkiryhmat kuitenkin otetaan mukaan kokeisiin. Eldinmaaraarviot
tutkimusmalleissa pohjautuvat validaatiokokeisiin, joiden tarkoituksena on ollut varmistaa mallin
toistettavuus, mahdollinen kuolleisuus seka mahdolliset muut kokeen kannalta kriittiset tekijat.
Hankkeen aikana on parannettu eldinten satunnaista jakamista tutkimusryhmiin. Taman seurauk-
sena ns. malliin sopimattomat eldimet pystyttiin poistamaan ennen ldakinnan/testauksen aloitta-
mista. Tdma vahensi eldinten maaraa varsinaisena testipaivana.

Parantaminen

Epilepsiamallissa eldinmaarat olivat arvioitua pienemmat, koska tarvetta tehda testeja hereilla ole-
villa eldimilla ei ollut.

Liian monimutkaiset migreenimallit, joissa kirurgisen operaation jalkeen pyrittiin indusoimaan mig-
reenia annostelulla aivokalvon pinnalle, voidaan onnistumisprosentin ja saatujen tulosten perus-
teella hylata jatkossa. Nama lilan monimutkaiset migreenimallit eivat ole toistettavia ja luotettavat
keinot eldaimen aistimalle kivulle eivat olleet mitattavissa kayttamillamme kiputesteilla.

Satunnaisia haittoja eldimille voidaan vahentda kiinnittamalla huomiota eldinten kasittelyyn.

Muu: korvaavien menetelmien jakaminen

Kokemuksista kerrotaan sopivissa tilanteissa.

9 YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi Sydan- ja verisuonitautien geneettiset tekijat ja molekulaariset
mekanismit

Hankeluvan kesto 3 vuotta

Avainsanat Ateroskleroosi, syddansairaudet, perintotekijat, tautimallit

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

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden | Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sailyttaminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito- Ei

opetus

Oikeusladketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Kylla
Hankkeen tavoitteet (esim. tie- | Valtimonkovettumatauti ja sen aiheuttamat sydankomplikaatiot
teellinen tieto, jota haetaan ovat monista hoitomuodoista huolimatta edelleen merkittava
taikka tieteelliset tai hoidolliset | kuolleisuuden aiheuttaja lansimaissa. Hankkeessa pyritaan sel-
tarpeet) vittamaan erilaisten geneettisten tekijoiden vaikutusta sydan- ja

verisuonisairauksiin kuten ateroskleroosiin, sydaninfarktiin ja sy-
danlihaksen liikakasvuun. Hankkeessa kdytetaan tutkimusryh-
massamme vakiintuneita sydan- ja verisuonitautimalleja erilai-
sissa muunto- tai siirtogeenisissa hiirilinjoissa, jolloin voidaan




tutkia esimerkiksi yksittdisten geenienilmentymisen vaikutusta
taudin kulkuun.

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

Sydan- ja verisuonisairauksien tautimekanismien tuntemus on
edellytys olemassa olevien hoitomuotojen kehittamiselle tai uu-
sien hoitomuotojen luomiselle. Tassa hankkeessa kuvattu tutki-
mus hiirimalleilla luo tarkedn jatkumon solukokeista saaduille tu-
loksille. Hiirimallit tarjoavat tarkean tyokalun selvittaa tarkem-
min kliinisesta tutkimuksesta saatuja tuloksia, etenkin tautime-
kanismien osalta. Hankkeeseen liittyvan tutkimuksen tarkoituk-
sena on |0ytaa uusia geeniterapian mahdollisuuksia ja tietoa sy-
dan- ja verisuonisairauksien tautimekanismeista.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri, 1890 eldinta

Ennakoidut haitat eldimille, ar-
vioidut vakavuusluokat, eldin-
ten kohtalo toimenpiteen paa-
tyttya

Osalla geenimuunnelluista hiirikannoista on selkea elinian lyhen-
tymisen (dkkikuolemia) ja osalle voi kehittya luustohairioita.
Haittaa aiheutuu myos sydanlihaksen hypertrofian indusoinnista
(kirurginen/kemiallinen), aineenvaihduntatutkimuksista ja run-
sasrasvaisesta ruokavaliosta (iho-oireina kutina ja raapiminen).
Lievaa haittaa aiheutuu tutkittavien aineiden annosteluista tai
verinaytteenotoista. Kaikkien kokeiden jalkeen hiiret lopetetaan.

Vakavuusluokat: kohtalainen, vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Sydan ja verisuonisairauksien molekulaaristen mekanismien tut-
kiminen vaatii kehittyneen sydan- ja verenkiertoelimiston, jotta
tulosten merkittavyytta ihmisille olisi mahdollista arvioida. Hii-
ren suonisto on tarpeeksi kehittynyt ja suuri kirurgisiin operaati-
oihin. Lisdaksi geenien puutteen tai yli-ilmentymisen systeemisia
vaikutuksia on mahdollista tutkia erilaisissa muuntogeenisissa
hiirimalleissa. Valtimonkovettumataudin kehittyminen on pitka-
aikainen useiden vuosien prosessi, jonka tutkimiseen elava eldin-
malli on ainoa mahdollisuus saada tutkimustietoa taudin kehitty-
miseen liittyvistd tapahtumista. Sydan- ja verenkiertoelimiston
tutkiminen ilman koe-eldinten kaytto ei ole informatiivista, silld
soluviljelmissa mm. virtausstressin ja painekuormituksen vaiku-

tukset puuttuvat, samoin eldimen hormonitoiminnan vaikutuk-
set.

2. Vihentdminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta elai-
mid kdytetadn mahdollisimman
vdhan?

Tutkimuksessa kaytetdan sisasiittoisina yllapidettavia muunto-
geenisia hiirikantoja, joiden perima on lahes identtinen. Nain va-
hennetdan tulosten hajontaa. Taman lisdaksi kokeiden uusimisen
tarvetta vahennetaan huolellisella kokeiden suunnittelulla ja pi-
tamalla ryhmakoot riittdvan suurina, jotta varmistetaan luotetta-
vien tulosten saaminen. Kokeissa kaytettavien siirtogeenien oi-
keanlainen toiminta varmistetaan solukokein ennen eldinko-
keita.

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

a) ja b) Muuntogeeninen hiiri mallintaa hyvinihmisen sairautta,
koska silla on kehittynyt monimutkainen sydan- ja verenkier-
toelimist®. Hiiri on myos hyvin yleisesti kdytossa oleva eldinlaji




b) Miksi valittu eldinmalli on pa- | syddn- ja verisuonitutkimuksessa, joten saadut tulokset ovat ver-

ras tieteellisten tavoitteiden tailukelpoisia kansainvalisesti.
kannalta? c) Eldimille aiheutettu haitta minimoidaan kayttamalla mahdolli-
c) Miten eldimille aiheutettu simman ei-invasiivisia menetelmia (esim. kuvantaminen) seka

haitta on tarkoitus minimoida? | kayttamalla tehokkaita anesteetteja ja kivunlievitystd. Kokeissa
on kaytossa selkeat lopetuskriteerit, joiden tayttyessa eldin pois-
tetaan kokeesta. Kaikki toimenpiteet toteutetaan koulutettujen
ja koe-eldintyohon harjaantuneiden henkildiden toimesta, jolloin
elaimille aiheutettu haitta on minimoitu.

Hankkeesta ei tehd3 / tehddian | KYLLA
takautuva arviointi

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

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisdltaa vakavia toimenpiteitd
Kaytetaan apinoita

Muu peruste

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli eldinmalleja hydodyntamalla tutkia sydan- ja verisuonisairauksien geneet-
tisia- ja molekulaarisia mekanismeja, seka selvittaa niihin liittyvia geeniterapiamahdollisuuksia. Sy-
dan- ja verisuonisairaudet ovat syopien ohella merkittavin kuolinsyy lansimaissa, ja Suomessakin
vuonna 2019 34 prosenttia kuolemista johtui verenkiertoelinten sairauksista (Suomen virallinen
tilasto (SVT): Kuolemansyyt 2029). Tassa hankkeessa saatiin arvokasta uutta tietoa sydansairauk-
siin liittyvista geneettisista tekijoista ja signalointireiteista, ja hankkeen tuloksia on jo julkaistu tie-
teellisissa lehdissa. Lisdksi artikkeleita ja vaitoskirjoja on viela julkaisuprosessissa. Hankkeen aikana
selvitimme muun muassa, miten BMP6/TAZ-Hippo —signalointireitti sddtelee uudisverisuonten
syntyd, ja voisi taten toimia terapiakohteena sydansairauksissa ja syovissda. Havaitsimme myos,
ettd VEGFR-1 signalointi sddtelee sydamen vasteita kohonneeseen verenpaineeseen, ja hairiot sig-
nalointireitissa altistavat sydamen vajaatoiminnalle ja dkkikuolemille. Loydosta on hyotya kehitet-
tdessa hoitomuotoja sydamen vajaatoimintaan. Hankkeessa tutkittiin myos virusvektorien toimin-
taa ja biodistribuutiota tulevaisuuden geeniterapiamuotoja silmalla pitaen. Hankkeessa kaytetyt
muuntogeeniset eldinmallit olivat tarkoituksenmukaisia, eikd hankkeen tavoitteita olisi voitu saa-
vuttaa ilman niiden kayttoa. Hankkeesta saatiin runsaasti naytteita ja tutkimusmateriaalia, joita
voidaan hyodyntdaa myos tulevaisuudessa.

Todelliset haittavaikutukset: eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan
- Ei toipumista | Lieva Kohtalainen | Vakava
Hiiret (Mus musculus) [Al] 110 458 608 45

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

Hankkeessa kaytettiin 2152 hiirtd. Jouduimme hakemaan eldinmaaran lisaysta 400 hiirella, koska
poikasmaaria on hankala arvioida ennakkoon ja luvalla oli ylldpidossa muutama hyvinvointiongel-
maiseksi luokiteltu kanta, joiden poikaset syntyivat suoraan luvalle. Ndin ollen myos villityypit ja
parituseldgimet veivat kapasiteettia luvalta, ja suurin osa hankkeen hiirista (931 kpl) tilastoitiin luok-
kaan "Ei tarvetta luokitella”. Sittemmin kahden naista kannoista on katsottu olevan terveits, ja



jatkossa ne yllapidetdaan laitoksen ylldpitoluvalla. Varsinaisten toimenpiteissa kadytettyjen eldinten
maara jakautui seuraavasti:

Ei toipumista: 110 hiirtd. Terminaalianestesiat, joilla on harjoiteltu toimenpiteita tai joissa on ke-
ratty naytteitd. Maara vastasi odotuksia.

Lieva: 458 hiirta. Pito runsasrasvaisella ruokavaliolla, verindytteenotot, ladakkeiden annostelut, ku-
vantamiset. Madara vastasi odotuksia.

Kohtalainen: 608 hiirta. Kipulaakitysta vaativat toimenpiteet, kuten sydanlihasinjektiot ja sydanli-
hasiskemian tai hypertrofian aiheuttaminen kirurgisesti. Toteutuneen haitan katsotaan vastaavan
arvioitua: useimmat hiiret olivat heti operaatiota seuraavana paivana virkeita ja kiipeilivat tavalli-
seen tapaan hakin katossa, minka katsomme merkiksi kipulaakityksen tehosta.

Vakava: 45 hiirta. Hankkeessa ei tehty vakavia toimenpiteita, mutta koska yhtena hiirimallina oli
marfan -syndroomaa mallintava hiirikanta, jolla on havaittu dakkikuolemia, hankelupaa haettaessa
paadyttiin luokittelemaan dkkikuolleet eldaimet luokkaan “vakava”. Perusteena oli, ettd eldinten
kokemaa haittaa oli sen hetkisen tiedon perusteella hankala arvioida. Hankkeen aikana kuitenkin
havaittiin, etta dkkikuolleista eldimista harvalla oli ennakko-oireita tai hyvinvointiongelmia. Kuole-
mat tapahtuivat yo6lla hiirten ollessa aktiivisia, mika viittaa akilliseen sydankohtaukseen. Jatko-
hankkeeseen ennakko-oireettoman dkkikuoleman aiheuttama karsimys on katsottu vain kohta-
laiseksi.

Miten hyvin hengissa pidettyjen eldinten kohtalo tutkimuksen paattyessa vastaa ennakoitua
kohtaloa?
Kaikki hankkeessa kaytetyt hiiret lopetettiin kokeen paatteeksi kudosnaytteiden kerdaamiseksi.

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

Korvaaminen

Hankkeessa tuotettua tietoa ei ole mahdollista nykytieteen ja teknologian keinoin saavuttaa ilman
elainten kayttéa. Sydan- ja verisuonisairauksien tutkimiseen vaaditaan kehittynyt verenkiertoeli-
misto, ja ndiden sairauksien syntyyn ja kulkuun vaikuttavat lisdaksi monet muut elimist6t, tulehdus-
reaktiot, ravinto ja hormonitoiminta. Tata on mahdoton mallintaa esimerkiksi soluviljelmilla tai tie-
tokonemalleilla. Hankkeessa kaytettiin kuitenkin solumalleja muun muassa geeninsiirtovektorien
testaamiseen ja spesifien solutason mekanismien selvittamiseen, ja nditd menetelmia suositaan
jatkossakin aina kun se on mahdollista ja tarkoituksenmukaista.

Vdhentdminen

Hankkeessa pyrittiin maksimoimaan jokaisesta kaytetysta eldimesta saatava informaatio keraa-
malla laajalti dataa ja naytteitd, joita voidaan kayttaa tulevaisuudessa erilaisten tutkimuskysymys-
ten yhteydessa, mika vahentaa eldinkokeiden maaraa. Myos tassa hankkeessa hyddynnettiin aiem-
missa hankkeissa saatua informaatiota esimerkiksi sopivimpien aikapisteiden ja toimivimpien gee-
ninsiirtovektorien valinnassa, jottei kokeita turhaan toistettaisi.

Parantaminen

Hankkeessa kaytetyt eldinmallit ovat tarkoituksenmukaisia. Hankkeessa pyrittiin kdyttamaan nyky-
aikaisia ja parhaiksi todettuja menetelmia eldinten kdarsimyksen ja kuolleisuuden vahentamiseksi,
seka laadukkaan tutkimusmateriaalin saamiseksi. Esimerkiksi hankkeessa kaytetty kirurginen sy-
danlihasiskemiamalli (Gao et al., 2010) on tavanomaista nopeampi ja vihemman invasiivinen,
koska se ei vaadi rintaontelon avaamista tai intubointia. Kirurgisten mallien kipuladkeprotokollia ja
niiden toimivuutta on seurattu jatkuvasti, laakitysta on lisatty tarvittaessa, ja tata hanketta seuraa-
vaan jatkohankkeeseen kipuldakityksen maaraa on pysyvasti lisatty. Hyvinvointiongelmaiseksi to-
detun, ihmisen marfan-syndroomaa mallintavan hiirikannan ylldpidossa on siirrytty hankkeen ai-
kana huomioimaan eldimelle perimasta koituva haitta siten, etta eldimia paritettaessa naaras on
mahdollisuuksien mukaan ns. villityypin eldin ja uros muuntogeeninen. Nain tiineena olevalla



emolla ei ole taakkanaan perimdsta mahdollisesti koituvia haittoja. Lisaksi jatkohankkeeseen on
otettu tdssa hankkeessa saadun tiedon perusteella hyvinvoinnin pisteytystaulukko, jota kdytetdan
jatkossa marfan hiirimallin hiirten tilan arviointiin.

Muu: korvaavien menetelmien jakaminen

Hankkeessa kaytetyt menetelmat raportoidaan ja kuvataan hankkeen pohjalta julkaistavien tie-
teellisten artikkeleiden ja vaitoskirjojen metodeissa. Tutkimusryhman sisalla tietoa ja kokemuksia
jaetaan viikoittaisissa seminaareissa seka erityisesti hiiritydskentelyyn keskittyneen tiimin kesken.

10 YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi

Proteaasi furinimmuunivasteen saatelijana

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

hiiri, immuniteetti, T-solu, myeloinen solu

Hankkeen tarkoitus

Perustutkimus Kylla

Translaatio- tai soveltava tutkimus Kylla

Lakisdateinen kaytto ja rutiinituotanto Ei

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttdminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Kylla

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

Immuunijarjestelméan solujen toiminnan saatelyn hairiytyminen
saa aikaan esimerkiksi allergian, immuunipuutoksen tai autoim-
muunitaudin kaltaisia tautitiloja. Proteaasi furin saatelee T-so-
lujen ja myeloisten immuunisolujen aktivaatiota ja sytokiinituo-
tantoa, joten sen toiminnan hairi6t voivat vaikuttaa naiden tau-
titilojen syntyyn. Furinilla saattaa olla merkitystd myos immuu-
nijarjestelman solujen kehityksessa. Hankkeen tavoite on saada
arvokasta lisatietoa puolustusjarjestelman solujen toiminnan ja
kehityksen saatelysta ja luoda siten pohjaa uusien diagnostisten
markkereiden ja ladkkeiden kehitystyolle.

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

Kokeista saatavat tulokset auttavat ymmartamaan immuunivas-
teen toimintaa ja immunologisia hadiridita. Furinin merkityksen
selvittaminen immuunijarjestelmassa on tarkeaa, kun arvioi-
daan furin-inhibiittorien mahdollista kdyttéa syopa- ja tulehdus-
ladkkeina.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri, 6350 eldinta

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

Furin-T-solupuutteiset hiiret sairastuvat autoimmuniteettiin ja
suolistotulehdukseen noin puolen vuoden idssa. Eldimet lopete-
taan ja niista otetaan naytteet padsaantdisesti ennen autoim-
muniteetin kehittymista. Hiirille aiheutuu haittaa myos aineiden
annosteluista ja verinaytteiden otosta. Vakavaa infektiota mal-
lintavan eloonjaamiskokeen kokeen aikana kiinnitetaan eri-
tyista huomiota merkkeihin, jotka ennakoivat kuolema ja elai-
met lopetetaan lopetuskriteerien mukaisesti.

Vakavuusluokat: kohtalainen, vakava




3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

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

Puolustusjarjestelman solut muodostavat kehittyessaan ja toi-
minnassaan elidssa verkoston, jossa eri solutyypit sdatelevat
toistensa toimintaa eritettavien kasvutekijoiden ja solujen valis-
ten kontaktien avulla. Yksittdisen immuunivasteen solutyypin
tutkiminen soluviljelmissa ei siten taydellisesti vastaa kokonai-
sen elion immuunihomeostaasin tilannetta. Immuunivasteen
tutkiminen luonnollisessa ymparistossa on valttamatontd, jotta
ymmartaisimme paremmin puolustusjarjestelman toimintaa
esimerkiksi autoimmuunitautien tai immuunipuutostilojen syn-
nyssa ja immuunipuolustuksessa patogeeneja vastaan.

2. Vahentdaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta elai-
mia kdytetdan mahdollisimman
vdhan?

Eldinmaarat pidetdan niin pienina kuin mahdollista, niin etta tu-
lokset ovat tilastollisesti luotettavia. Tarpeettomat elaimet lo-
petetaan mahdollisimman varhaisessa vaiheessa, ennen kuin
ne ehtivat kehittdd geenimuunnoksesta johtuvia haittoja. Pro-
jektissa kaytetdan myods solulinjoja ja banaanikarpasia silta osin
kuin se on mahdollista.

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?

aja b) Hiirenimmuunijarjestelma on hyvin karakterisoitu, ja li-
sdksi se nisakkdana muistuttaa ihmisen immuunijarjestelmaa.
Hiirissa furin-geenin toiminta voidaan estaa kudosspesifisesti
Cre-loxP-teknologialla, tdtd menetelmaa ei ole saatavilla muille
koe-eldainmalleille. Furin-puutteisia immuunijarjestelman solu-
linjoja ei tiedettavasti ole kuvattu.

c) Furin-T-solupuutteiset hiiret lopetetaan padsaantoisesti alle 4
kk idssa, jolloin ne eivat ole vield sairastuneet autoimmuniteet-
tiin. Toimenpiteiden maara rajoitetaan minimiin, suurin osa
kaytettavista eldimista ainoastaan lopetetaan kudosten talteen-
ottoa varten. Eloonjaamiskokeessa kaytetaan tihennettya tark-
kailua ja eldimet lopetetaan lopetuskriteerien perusteella.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Proteaasi furin immuunivasteen saatelijana

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisdltaa vakavia toimenpiteitd
Kaytetaan apinoita

Muu peruste

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli saada arvokasta lisdtietoa puolustusjarjestelman solujen toiminnan ja
kehityksen saatelysta ja luoda siten pohjaa uusien diagnostisten markkereiden ja ladkkeiden kehi-
tystydlle. Furinin merkityksen selvittdminen immuunijarjestelmassa on tarkeaa, kun esimerkiksi
arvioidaan Furiini-inhibiittorien mahdollista kayttoa syopa- ja tulehdusladkkeina. Hankkeen aikana
olemme tutkineet Furiini-puutteisten CD8 positiivisten T-solujen (ns. tappaja T-solut) toimintaa ja
Furiinin vaikutusta myeloisten solujen, kuten neutrofiilien toimintaan. Olemme naissa tutkimuksis-
samme havainneet, etta tappaja T-soluissa Furiinin puutos aktivoi soluja normaalioloissa, mutta
tasta huolimatta naiden solujen sytotoksisuus on heikentynyt stimulaatiossa. Taten tappaja T-solu
spesifinen Furiinin inhibitio voi olla haitallista tulehdussairauksissa ja virusinfektioiden ja syévan




immuunipuolustuksessa ja tulisikin ottaa huomioon ndiden sairauksien hoitokehittelyssa. Neutro-
fiileissd olemme havainneet, ettd Furiinin puutos voi vaikuttaa naiden solujen kulkeutumiseen tu-
lehduspaikalle ja taten vaikuttaa esimerkiksi paikallisten tulehdusten syntyyn. Tutkimushankkei-
den tuloksia ei ole vield julkaistu, mutta ne pyritdan julkaisemaan vuoden 2022 aikana hyvatasoi-
sissa, vertaisarvioiduissa immunologian alan tiedelehdissa.

Todelliset haittavaikutukset: eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan

- Ei toipumista | Lieva Kohtalainen | Vakava

Hiiret (Mus musculus) [A1] 484 5 247 0

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

Eldinkoeluvassa haettu elainmaara oli 6350 ja toteutunut eldinmaara oli 736. Taten toteutunut
eldinmaara oli alle 12 % ennakoidusta. Ennakoitua pienempi eldinmaara selittyy osaltaan ko-
ronapandemian aiheuttamista tutkimusta rajoittavista tekijoista. Moni suunniteltu koe jai myos
toteutumatta henkilévaihdosten ja tasta aiheutuneiden projektifokusointien seurauksena. Vaka-
van vakavuusluokan (SV4) eloonjaamiskokeita ei suoritettu eldinkoeluvan voimassaoloaikana,
mista johtuen arvioidut vakavuusluokat jaivat suunniteltua pienemmiksi.

Miten hyvin hengissa pidettyjen eldinten kohtalo tutkimuksen paattyessa vastaa ennakoitua
kohtaloa?

Kaikki eldimet lopetettiin toimenpiteen paatteeksi naytteiden saamiseksi. Eldinten kohtalo lope-
tushetkelld oli hyvin ennakoitavissa. Esimerkiksi CD4Cre-Furin-flox/flox hiiret lopetettiin padsaan-
toisesti jo ennen 5 kuukauden ikda, jottei genotyypistd johtuva suolitulehdus ehdi puhkeamaan;
vain noin 8 % naista eldimista (12/144) saivat suolisto-oireita.

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

Korvaaminen

Hankkeessa ei ole kehitetty uusia eldinkokeita korvaavia menetelmia/tekniikoita.

Vahentaminen

Hankkeen perusteella saadun tiedon perusteella kaytettavien eldinten maaraa ei voida vahentaa.
Parantaminen

Hankkeen haittojen todellinen vakavuus oli arvioitua lievempi, koska suunniteltuja eloonjaamisko-
keita ei suoritettu. Vaikkei hankkeessa voitu toteuttaa kaikkia suunniteltuja toimenpiteita ja ko-
keita, niin suunnitellut hiirimallit ovat edelleen tarkoituksenmukaisia, jotta monimutkaisia immuu-
nipuolustuksen tekijoita voitaisiin tutkia. CD4Cre-Furin-flox/flox hiirten osalta keskityttiin tarkasti
hiirten ikaan, jotta auto-inflammatorinen suolistotulehdus ei ehdi puhkeamaan ennen eldinten
kayttamista. Nain tekemalla pystyimmekin estamadan nakyvan tulehduksen kehittymisen huomat-
tavan suurelta osalta ndista hiiristd. CD4Cre-Furin-flox/flox hiiristad 144 eldintd (144/247 kohtalai-
sen vakavuusluokan kokonaiseldinmaéarastd) merkittiin kohtalaiseen vakavuusluokkaan (SV3) nii-
den haitallisen genotyypin perusteella. Naista eldimista kuitenkin vain edelld mainittu 12 hiirta sai
haittaa aiheuttavia suolisto-oireita.

Tulevaisuutta varten hankkeen perusteella ehdotettavia muita parantamistoimenpiteita ei ole tul-
lut esiin. Havaintojemme perusteella hyva kokeiden suunnittelu (mm. ikdtarkkailu, paritusten
ajoittaminen) seka omien hiirilinjojen fenotyypin ymmartaminen auttavat edistamaan 3R-periaat-
teita.

Muu: korvaavien menetelmien jakaminen
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Hankkeen nimi

Sydansairauksien molekulaariset mekanismit

Hankeluvan kesto

3 vuotta

Avainsanat

sydanfysiologia, sydansairaudet, geeni, aineenvaihdunta

Hankkeen tarkoitus

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

Ymparistonsuojelu ihmisten tai eldinten terveyden | Ei
tai hyvinvoinnin vuoksi

Lajien sdilyttdminen Ei

Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei
tus

Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

Tassa tutkimuksessa tutkitaan normaalin ja patologisesti rasite-
tun sydamen geeni-ilmentymisprofiileja, aineenvaihduntaa,
sahkofysiologiaa ja sydansairauksien molekulaarisia mekanis-
meja erilaisten geneettisesti muunneltujen hiirikantojen ja pa-
tologisten mallien avulla. Sydamen patologisia rasituksia ovat
etenevad vasemman kammion hypertrofia ja sydaninfarkti, jotka
ovat lansimaissa hyvin yleisia tyokyvyttdomyyden ja ennenaikai-
sen kuoleman aiheuttajia. Hankkeen tavoitteena on saada sy-
vempaa ja yksityiskohtaisempaa tietoa sydansairauksien taus-
talla olevista molekulaarista muutoksista. Tutkimuksessa saa-
tuja tuloksia hydédynnetaan mahdollisuuksien mukaan sydansai-
rauksien ehkaisyssa seka uusien terapiamuotojen kehittami-
sessa.

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

Tutkimuksessa etsitadn aikaisen vaiheen eroja normaalin ja sai-
raan sydamen valilla geenien ilmentymisessa ja molekulaari-
sissa tapahtumissa. Nain pyritdan saamaan uutta tietoa niista
mekanismeista, jotka aiheuttavat syddmen sairastumisen. Nai-
den tietojen avulla sydansairaudet voitaisiin diagnosoida ny-
kyistd aiemmin ja vaikuttaa hoidollisesti niihin ennen sydamen
toiminnan heikkenemista. Tutkimuksessa pyritaan lisaksi esi-
merkiksi geeniterapian avulla kumoamaan sairauksiin yhdistet-
tyja molekulaarisia muutoksia ja ndin estamaan sydamen sai-
rastuminen.

Lisaksi tutkimuksessa tutkitaan sukupuolihormonien vaikutusta
syddnsairauksien etenemiseen. Tama perustuu siihen tutkit-
tuun tietoon, ettd naiset kestdvat sydamen vajaatoimintaa mie-
hid paremmin.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri, 5540 eldinta

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

Eldimille aiheutuu tutkimuksessa kipua kirurgisista toimenpi-
teista (kipuldakityksesta huolehditaan) seka aiheutetusta
sydanlihasiskemiasta, verinadytteenotoista ja tutkittavien ainei-
den annostelusta injektoimalla. Lisaksi haittaa aiheutuu paasto-
tuksesta ja kuvantamisiin liittyvista nukutuksista. Yhdella kay-
tettavista kannoista esiintyy ennakoimatonta kuolleisuutta.
Eldimet lopetetaan tutkimuksen paatyttya.




Vakavuusluokat: kohtalainen

3R-menetelmien soveltaminen - A

pplication of the 3Rs

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

Sydan- ja verisuonisairauksien tutkiminen vaatii kehittyneen
verenkiertoelimiston ja erityisesti tata tutkimuskokonaisuutta
ajatellen nelilokeroisen sydamen. Jotta tuloksista voitaisiin ve-
tad johtopaatoksia ihmisen sairauteen, taytyy olla myos yhden-
mukaisuutta geenien ilmentymisessa. Tassa tutkimuksissa sy-
dansairauksien syntymekanismien ja geenimutaatioiden tutki-
miseen kaytetdaan kehitysbiologialtaan alhaisinta mahdollisinta
eldinlajia, eli hiirta.

Mahdollisuuksien mukaan taman tutkimuksen yhteydessa teh-
daan solukokeita seka ex vivo -tutkimuksia, joilla |6ydoksia pyri-
taan varmistamaan ilman lisdelainten kayttoa.

2. Vahentdaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta elai-
mia kdytetadn mahdollisimman
vdhan?

Tutkimusryhmat pidetdaan tarpeeksi suurina, jotta varmistetaan
luotettavien tulosten saaminen kustakin tutkimuksesta. Nain
valtetddn uusimisen tarve. Tutkimuksessa kdytetdan sisasiittoi-
sia tai takaisinristeytettyja hiirikantoja, joiden perima on 99 %
identtinen. Ndin minimoidaan tulosten hajonta. Kustakin
eldinyksilosta pyritddan saamaan mahdollisimman laajasti tutki-
mustuloksia, kuitenkaan aiheuttamatta 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) Tassa tutkimuksessa kaytetaan kehitysbiologialtaan mahdol-
lisimman alhaista nisakasta (hiiri), jolla on kuitenkin kehittynyt
sydan- ja verenkiertoelimistd. Geenimutaatioiden ja yksittdisten
geenien vaikutuksia tutkitaan takaisinristeytettyjen, muunto-
geenisten hiirikantojen avulla.

b) Perustutkimuksellisesti muuntogeeniset hiirimallit soveltuvat
erittain hyvin yksittaisten geenien roolin tutkimiseen. Sairauk-
sien mekanismien tutkimiseen hiiri soveltuu hyvin, koska se on
kustannustehokas malli, jonka geeni-ilmentyminen on hyvin Ia-
hella ihmisen vastaavaa.

c) Kaikkien operaatioiden yhteydessa huolehditaan asianmukai-
sesta rauhoituksesta, nukutuksesta ja kivunpoistosta. Eldimet
ovat sdanndllisen tarkkailun alla. Jokaisen toimenpiteen osalta
kaytossa ovat lopetuskriteerit, joissa ennalta sovittujen kritee-
rien tayttyessa eldin poistetaan kokeesta. Kaikki toimenpiteet
toteutetaan koulutettujen henkildiden toimesta, jolloin elai-
mille aiheutettu haitta on minimoitu.

Hankkeesta ei tehda / tehdaan
takautuva arviointi

KYLLA

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Syddnsairauksien molekulaariset mekanismit

Takautuvan arvioinnin perusteet

Sisaltda vakavia toimenpiteita

Kaytetdadn apinoita

X Muu peruste: Vakavuusluokka kohtalainen, mutta takautuva arviointi maarattiin: on annettava
selvitys siita mita kuolemaa ennakoivia merkkeja voitiin 10ytda gm-kannoissa.



Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena on ollut kerdta syvempaa ja yksityiskohtaisempaa tietoa sydansairauksien,
erityisesti vasemman kammion hypertrofian ja infarktin, taustalla olevista molekulaarisista muu-
toksista ja pyrkia siirtdmaan naita tietoja uusien hoitomuotojen kehittamiseen. Hankkeen aikana
keratyista tiedoista on saatu valmiiksi yksi vertaisarvioitu julkaisu ja toinen on ldhes valmis (ldhe-
tetty arvioitavaksi ja julkaistavaksi). Lisaksi timan hankkeen ja tdta edeltdvan samankaltaisen
hankkeen aikana keratyn tiedon perusteella on |6ydetty uusi mahdollisesti sydamen hypertrofiaa
ehkaisevdaan geeni-ilmentymiseen liittyva hoitomuoto, jota on alustavasti jo testattu hankkeen ai-
kana eldainmallissa. Hankkeen tavoitteet on siis saavutettu melko hyvin, mutta joidenkin hankkeen
osakokeiden eteneminen on viivastynyt hankkeen aikana tapahtuneiden henkiléstovaihdosten ta-
kia.

Todelliset haittavaikutukset: eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan

- Ei toipumista | Lieva Kohtalai- Vakava
nen
Hiiret (Mus musculus) [A1] 187 421 281 27

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

Hankkeen aikana kaytettiin reilut 900 eldintd, vaikka arvioitu eldinmaara oli noin 5540 eldinta.
Hankelupaa hakiessa eldinmaaria ei viela tarvinnut arvioida vakavuusluokittain, vaan todellisen ai-
heutuvan harmin arvioitiin kullakin eldimella olevan korkeintaan kohtalainen. Lahes kaikilla hank-
keessa kaytetyilla eldaimilla todellinen koettu haitta olikin kohtalainen tai vahdisempi, mutta 47
eldaimelld haitaksi arvioitiin vakava. Eldimet, joiden kokemaksi haitaksi on arvioitu vakava, ovat
padosin |oydetty kuolleena, ja kuolinsyyta tai kuoleman aiheuttanutta tekijaa ei ole voitu varmaksi
maarittaa, joten haitaksi on ohjeistuksen vuoksi laitettu vakava. Yli puolella ndista tapauksista yh-
teinen tekija on ollut haitallinen genotyyppi, mutta nama eldimet kuolivat ennen vieroitusikaa, ja
osa naistd eldimista lienee tavallista poikaskuolleisuutta. Hankelupaa hakiessa eldinmdara on arvi-
oitu huomattavasti toteutunutta suuremmaksi, koska hankeluvalla on ollut 3 yllapidettavaa haital-
lisen genotyypin omaavaa hiirikantaa, ja kdytéssimme oleva eldintietojarjestelma laskee kaikki
naiden hiirikantojen eldimet hankeluvan eldinmaaraan, vaikka todellisuudessa tilastoituun eldin-
maaraan tulevat lopulta vain haitallisen genotyypin omanneet eldaimet tai eldimet, joille on tehty
toimenpiteitd. Myos hankkeen aikana tapahtuneet henkilovaihdokset eldinkokeiden tekijoissa ovat
vahentaneet kaytettyjen eldinten maaraa, koska kokeiden tekeminen on viivastynyt.

Miten hyvin hengissa pidettyjen eldinten kohtalo tutkimuksen pdéattyessa vastaa ennakoitua
kohtaloa?

Elaimia ei jatetty henkiin toimenpiteen paatyttya. Hankkeessa eldinten kokemaksi haitaksi arvioi-
tiin alun perin korkeintaan kohtalainen ja eldimille haittaa aiheuttavat tekijat olivat ennakolta tie-
dettyja. Kokeissa ei tullut esiin sellaisia eldinten hyvinvointia heikentavia tekijoita, jotka eivat olisi
olleet ennakoitavissa. Haittaa aiheutui eniten sydamen liikakasvusta ja osalla myds sydamen vajaa-
toiminnasta, mutta eldinten tiiviilla seurannalla eldinten kuolemat kokeen aikana ennen ennakoi-
tua paatepistetta voitiin estaa lahes kokonaan.

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

Korvaaminen

Hankkeen aikana on pyritty koko ajan kehittdmaan entista paremmin toimivia 3D-solumalleja ja
mittaamaan sydansolujen toimintaa in vitro. Vaikka solukokeissakin tarvitaan edelleen myds hiiria
solujen luovuttajana, ovat nama kokeet silti osittain korvanneet eldinkokeita. Hanketta



toteuttaneessa tutkimusryhmassa solukokeet ovat olleet aina merkittavassa roolissa ja eldinko-
keita on yleisesti ottaen tehty vasta, mikali solukokeista on saatu positiivisia tuloksia, ja jatkotutki-
mukset ovat ehdottomasti vaatineet eldainmallissa testaamisen.

Vahentaminen

Tautimalleista kerattya tietoa kaytetaan aina hyvaksi seuraavien kokeiden eldinmaaria laskiessa,
mutta hankkeessa ei saatu varsinaisesti sellaista tietoa, jonka avulla esimerkiksi ryhmakokoja voi-
taisiin pienentaa, pikemminkin voisi olla syyta suurentaa ryhmakokoja. Kokonaisuudessaan hank-
keessa kaytettiin huomattavasti vihemman eldimia kuin alunperin arvioitiin, sillda hankkeessa ei
ollut lopulta tarpeeksi kaytettavissa tyontekijoita kaikkien kokeiden suorittamiseksi.
Parantaminen

Luvalla olevista eldinmalleista taman hankkeen aikana on kaytetty enimmakseen kirurgisesti toteu-
tettavaa sydamen hypertrofiamallia (TAC) ja geenimuunneltuja hiirilinjoja (gm-muunneltujen hiir-
ten fenotyyppaus). Nama eldinkoemallit ovat edelleen tarkoituksenmukaisia ja niistd voidaan
saada tieteen kannalta merkittavaa tietoa. Sydamen hypertrofiamallissa post-operatiivista hoitoa
on tehostettu aikaisemmasta: kipulaakityskertoja on lisatty, annosta suurennettu ja eldinten pai-
non seurantaa on tehostettu. Eldinten painon seurannalla saadaan tietoa sydamen hypertrofian
etenemisesta (painon taittuminen laskuun korreloi tautimallin etenemisen kanssa) ja siten voidaan
yleensé ajoittaa paatepiste siten, ettei eldimen kokema haitta kasva tarpeettomasti. Geenimuun-
neltuja hiirikantoja, joilla on haitallinen fenotyyppi, on pyritty kdyttamaan mahdollisimman varhai-
sessa vaiheessa, jotta fenotyypin aiheuttama haitta on mahdollisimman lyhytkestoinen. Sydamen
tautimalleissa sydanten toimintaa seurataan etenkin uusien eldinkoemallien yhteydessa tiiviisti
non-invasiivisin kuvantamismenetelmin (etenkin ultradanikuvantaminen), ja siten kdytettavis-
samme on runsaasti dataa taudinkuvan etenemisen ennustamiseksi.

Muu:

Takautuvassa arvioinnissa pyydettiin erityisesti antamaan selvitys siitd, mitd kuolemaa ennakoivia
merkkeja gm-kannoissa voitiin |6ytda. Hankkeessa kaytettiin haitallisen fenotyypin omaavia gm-
hiirikantoja, joilla tiettyjen geenien poistaminen tai yliekspressio aiheutti eriasteisia syddamen toi-
minnan hairidita, jotka johtivat sydamen vajaatoimintaan ja lopulta kuolemaan. Hankkeen alka-
essa kunkin hiirikannan sydamen vajaatoiminnan kehittymisen nopeus oli jo melko hyvin tiedossa,
joten haitallisen genotyypin omaavien eldinten lopetusaikapisteeksi maaritettiin niin varhainen ai-
kapiste, ettei syddmen vajaatoiminta ehtinyt aiheuttaa yleensa merkittavaa haittaa eldimelle. Tut-
kimuksessa olevia elaimia seurattiin punnitsemalla ja ultradanikuvantamisella, ja mikali eldinta tay-
tyi seurata sydamen merkittavaan vajaatoimintaan asti, seurattiin lopulta myds eldimen hengitys-
frekvenssia. Pisimpaankin seuratut eldimet lopetettiin, mikali paino kaantyi laskuun pidemmalla
aikajanteella tai jos hengitysfrekvenssi kasvoi tai muuttui selkeasti raskaammaksi.
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Hankkeen nimi Ladkeaineen tehon testaaminen Parkinsonin taudin prekliini-
sissa tautimalleissa

Hankeluvan kesto Kolme vuotta

Avainsanat Parkinsonin tauti, transgeeninen, hiiri, rotta, prekliininen 13&-
keainetutkimus

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




Korkeamman asteen koulutus tai ammattitaito-ope- | Ei

tus

Oikeuslaaketieteelliset tutkimukset Ei

Geneettisesti muunnetun kolonian yllapito Ei

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

Parkinsonin taudin hoitoon ei ole olemassa tehokkaita laakehoi-
toja. Parkinsonin taudista aiheutuu potilaille hyvin vakavia oi-
reita ja karsimysta seka yhteiskunnalle huomattavia kustannuk-
sia. Yritys tarjoaa lddkekehitysteollisuudelle in vivo -eldinmalleja
lupaavien ladkeaineiden prekliiniseen testaukseen sairauksissa,
joihin ei ole olemassa hoitomuotoja. Tavoitteena on edesauttaa
potentiaalisten lddkeaineiden etenemista kliinisiin kokeisiin.

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

Tavoitteena on kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja Parkin-
sonin tautiin. Tutkimusmallien kaytto edistda myos geenivirhei-
den mekanismien ja vaikutusten ymmartamista eri sairauksissa,
mika edesauttaa uusien laakkeiden ja ladkehoitomuotojen ke-
hittamista.

Kaytettavat eldinlajit ja eldin-
maarat

Hiiri, 10 800; rotta, 7 200

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

Tautitilojen indusointi tehdaan toksiineilla joko systeemisena
antona tai kirurgisesti aivoihin tiettyyn kohtaan. Kemiallisesti
indusoituihin tautimalleihin voi liittya vakavaa haittaa. Kayttay-
tymistesteista, ladakinnasta ja kuvantamisesta aiheutuu eldimille
kohtalaista haittaa. Ladkinnat suoritetaan tavanomaisia annos-
telureitteja juomavedessa tai osana dieettid. Pienelle maaralle
kokeita (arvio< 5 %), voidaan kayttaa kirurgiaa vaativia annos-
telumuotoja. Eldimille tehtavat kayttaytymistestit aiheuttavat
lievaa haittaa. Eldimet lopetetaan tutkimusten loputtua.

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?

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

2. Vdahentaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, etta elai-
mid kdytetdadn mahdollisimman
vdhan?

Koeasetelmat ovat standardoituja ja niiden kdaytén pohjana on
perusteellinen mallien validointityd. Kunkin geneettisen mallin
taustalla on ihmissairautta oleellisin osin mallintava eldinmallin
ilmiasu (fenotyyppi) jonka tulee olla 1) perinndllisesti (geneetti-
sesti) relevantti ettd 2) oireistoltaan/patologialtaan ihmissai-
rautta kuvaava. Perusteellisella validointity6lla varmistetaan,
ettad koe-eldinmalli kdyttaytyy mallille kuuluvalla tavalla ja antaa
oikeanlaisen taudinkuvan. Koeasetelmissa ryhman sisdinen vari-
aatio minimoidaan mallivalidaatiotydlld, joka maarittelee tilas-

tollisesti tarvittavat ryhméakoot (voima-analyysi) ja joka




maarittaa koe-eldinten kdyton maaran kussakin koeasetel-
massa. Perusteellisen validaatiotydn ja tilastollisen voima-ana-
lyysin perusteella voidaan luotettavasti ennustaa soveltuvat
ryhmaékoot, jotka minimoivat eldinten kdytdn alimpaan mahdol-
liseen ilman ettd koeasetelman tilastollinen voima vaarantuu.

3. Parantaminen - Refinement Suuri osa keskushermostollisten kehityssairauksien elainmal-
a) Perusteet eldinlajin valinnalle. | leista on kehitetty jyrsijoissa. Jyrsijoissa havaitut taudin meka-
b) Miksi valittu eldinmalli on pa- | nismit, vasteet nykyisille Iadkkeille (jos on) ja eldinten kdayton
ras tieteellisten tavoitteiden kan- | maara suhteessa saatavaan informaatioon ladkeaineen tehosta
nalta? ja turvallisuudesta ovat hyvat. Alemmilla selkarankaisilla tai in
c) Miten eldimille aiheutettu vitro -menetelmin ei voida saada samanlaista tietoa uusien laa-
haitta on tarkoitus minimoida? keaineiden tehosta, koska kyseiset menetelmat eivat ole riitta-
vasti tutkittuja, eivatka yleisesti hyvaksyttyja ja kaytettyja. Ta-
man lisdksi naistda menetelmista ei ole saatavissa tietoa talla
hetkelld kdytettyjen ladkeaineiden vasteista, joita voitaisiin
kayttaa verrattaessa uusista ladkeaineista saatavia tuloksia.

Hankkeesta ei tehdi / tehd3in KYLLA
takautuva arviointi

TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Ladkeaineen tehon testaaminen Parkinsonin taudin prekliinisissa tautimalleissa

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisaltaa vakavia toimenpiteita
Kaytetdaan apinoita
Muu peruste

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli kehittda uusia tehokkaita hoitomuotoja Parkinsonin tautiin. Tutkimus-
malleilla myos pyrittiin ymmartamaan geenivirheiden mekanismien ja vaikutusten ymmarrysta uu-
sien lddkkeiden ja ladkehoitomuotojen kehittamiseksi. Kaytetyt eldinmallit toimivat odotetusti ja
antoivat luotettavia tuloksia ladkeaineiden tehokkuudesta. Osasta testatuista |ddkeaineista saatiin
positiivisia tuloksia. Tuloksia on julkaistu kansainvalisissa kokouksissa. Osa ladkeaineista on eden-
nyt kliinisiin kokeisiin.

Todelliset haittavaikutukset: eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan

- Ei toipumista | Lieva Kohtalai- Vakava
nen

Hiiret (Mus musculus) [A1] 87 2220 1169 2095

Rotat (Rattus norvegicus) [A2] 34 252 264 23

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

Tutkimuksessa kaytettiin 5571 hiirtd (ennakoitu maara 10800) ja 573 rottaa (ennakoitu maara
7200). Kaytetyt eldaimet jakaantuivat seuraavasti: hiirista 2 % luokassa ei toipumista, 40 % luokassa
lieva, 21 % luokassa kohtalainen ja 37 % luokassa vakava, rotista 6 % luokassa ei toipumista, 44 %
luokassa lieva, 46 % luokassa kohtalainen ja 4 % luokassa vakava.

Kaytettyjen eldinten maara oli n. 34 % suunnitellusta kdytosta, koska tarvetta ennakoiduille ko-
keille ei ollut. Vakavuusluokkien osalta noin 35 % kadytetyista eldimista kuului vakavuusluokkaan
vakava. Mallikohtaisesti vakavaa haittaa aiheutui/kokonaismaara: Parkinsonin taudin 6-OHDA-,



LPS-, PFF- ja AAV A53T-mallit; hiiri 38/2121, rotta 23/371, Parkinsonin taudin MPTP-toksiinimalli;
hiiri 1945/3141 ja Parkinsonin taudin geenimuunnellut hiiri- ja rottakannat; hiiri 112/309.

Miten hyvin hengissa pidettyjen eldinten kohtalo tutkimuksen pdattyessa vastaa ennakoitua
kohtaloa?
Eldimet lopetettiin tutkimuksen padatteeksi suunnitelman mukaan.

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

Korvaaminen

Lupahankkeen aikana ei ole saatu eldinten korvaamiseen liittyvaa lisatietoa.

Vahentaminen

Kaytetyt eldinmalllit ovat pitkalti koeasetelmasta riippuvia. Eldinten maaraa pyritdan vahentamaan
jatkuvalla mallivalidaatiolla ja kehittamalla tutkimusmenetelmia. Tilastollisilla menetelmilla pyri-
taan selvittdmaan pienimmat tarvittavat ryhmakoot erojen havaitsemiseksi.

Parantaminen

Lautakunta edellytti takautuvassa arvioinnissa annettavan selvitys siitd, miten suuri osa eldimista
lopetettiin lopetuskriteerien perusteella ja miten moni ehti kuolla itsekseen kussakin osahank-
keessa, seka vahensiko tiheampi seuranta ja/tai tukihoito odottamattomia kuolemia.
Osahankkeessa 1 lopetuskriteerien perusteella lopetettiin 48 hiirtd ja 14 rottaa, kuolleena |6ydet-
tiin 23 hiirta ja 7 rottaa. Osahankkeessa 2 lopetuskriteerien perusteella lopetettiin 55 hiirta ja kuol-
leena loydettiin 135 hiirtd. Osahankkeessa 3 lopetuskriteerien perusteella lopetettiin 18 hiirta ja
23 rottaa, kuolleena loydettiin 11 hiirta ja 2 rottaa.

Osahankkeessa 2 eldimille tarjottiin lisdlampoa MPTP-altistuksen aikana, minka ansiosta kuollei-
suutta saatiin vahennettyad (historiallisen aineiston perusteella ilman lisdlampoa kuolleisuus oli n. 6
%, kun lisdlampo otettiin kayttoon, kuolleisuus oli n. 2 %). Myos osahankkeessa 3 lisaldammon tar-
joaminen busulfan-késitellyille hiiri vahensi kuolleisuutta (ilman lisdlampo6a kuolleisuus oli 23 %,
kun lisdlampo otettiin kdyttéon, kuolleisuus vaheni 0 % keskendan samanlaisissa koeasetelmissa).
Kipulddkkeiden anto 30 minuuttia ennen malli-induktiota, jolloin kipulddakkeen teho on parempi
kuin juuri ennen anestesia-induktiota annettuna. Kayttoon otettiin myds hyvinvoinnin pisteytys-
taulukko avustamaan post-operatiivisen hoidon tarpeen arviointia ja lopetuskriteereitd maaritet-
tdessa.

Satunnaisia haittoja voidaan vahentda anestesian huolellisemmalla seurannalla ja teknikoiden pa-
remmalla koulutuksella eri ladkintatekniikoihin.

Muu: korvaavien menetelmien jakaminen

Tietoa jaetaan toiminnanharjoittajan ja yhteistydoryhmien kesken.

13 YLEISTAJUINEN TIIVISTELMA JULKAISTAVAKSI NETISSA

Hankkeen nimi Lidkeaineiden tehon testaaminen myotubular myopathy (MTM),

prekliinisissa eldinmalleissa

myotonisen dystrofian (DMSXL) ja Pompe- lihasrappeumatautien

Hankeluvan kesto Kolme vuotta

Avainsanat (enintdan 5) hiiri, prekliininen ladkeainetutkimus, lihasrappeumasairaus

Hankkeen tarkoitus Perustutkimus Kylla | Ei
Translaatio- tai soveltavatutkimus Kylla | Ei
Lakisdateinen kaytto ja rutiinituotanto Kylla | Ei
Ymparistonsuojeluihmisten taieldinten terveydentaihy- | Kylla | Ei
vinvoinnin vuoksi
Lajien sdilyttdminen Kylla | Ei




Korkeamman asteen koulutus taiammattitaito-opetus Kylla | Ei
Oikeusladketieteelliset tutkimukset Kylla | Ei
Geneettisestimuunnetun kolonian yllapito Kylla | Ei

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

Lihasrappeumasairauksien hoitoon ei ole olemassatehokkaita ladke-
hoitoja. Lihasrappeumasairauksista aiheutuu potilaille hyvin vakavia
oireita ja karsimysta seka yhteiskunnalle huomattavia kustannuksia.
Yritys tarjoaa laakekehitysteollisuudelle in vivo -eldinmalleja lupaa-
vien ladkeaineiden prekliiniseentestaukseensairauksissa, joihin eiole
olemassa hoitomuotoja. Tavoitteena on edesauttaa potentiaalisten
laakeaineiden etenemista kliinisiin kokeisiin.

Hankkeesta saatava mahdollinen hyoty
(kuinka tiede edistyisi, kuinka ihmiset
tai eldimet voisivat hyotya hankkeen tu-
loksista)

Tavoitteena on kehittdaa uusia tehokkaita hoitomuotoja lihas-
rappeumasairauksiin. Tutkimusmallien kaytto edistdd myos lihas-
rappeumasairauksien mekanismien ja vaikutusten ymmartamista eri
sairauksissa, mika edesauttaa uusien ladkkeiden ja ladkehoitomuoto-
jen kehittamista.

Kaytettavat eldinlajit ja eldinmaarat

Hiiri, 8125

Ennakoidut haitat eldimille, arvioidut
vakavuusluokat, eldinten kohtalo toi-
menpiteen paatyttya

Tutkittavien eri transgeenisten hiirikantojen fenotyyppi on vakava.
Eldimilla havaitaan mm. liikeaktiivisuuden vahenemista ja progressi-
visesti etenevaa lihasten toiminnan heikentymista. Osalla kannoista
havaitaan myds ennenaikaista kuolleisuutta. Tutkimuksen paatteeksi
eldimet lopetetaan. Lopetuksen jalkeen tarvittaessa keratadn veri- ja
kudosnaytteita.

Kayttaytymistesteista, ladkinnastd ja muista toimenpiteista aiheutuu
eldimille kohtalaista haittaa.

Vakavuusluokat: Vakava

3R-menetelmien soveltaminen - Application of the 3Rs

1. Korvaaminen - Replacement

Miksi eldimia on kadytettdvatassa hank-
keessa ja miksi korvaavaa menetelmaa
ei voikayttaa?

In vitro -mallit lihasrappeumataudin tutkimiseksi ovat hyvin rajalliset.
Uusien ladkkeiden todellistatehoataivastetta seka turvallisuutta voi
daan tutkia luotettavasti vain koe-eldginmalleissa ennen kliinisia ko-
keita.

2. Vdihentdaminen - Reduction
Kuinka on varmistettu, ettd eldimia kay-
tetaan mahdollisimman vdhan?

Koeasetelmat on standardoituja ja niiden kdyton pohjana on perus-
teellinen mallien validointity6. Validointity6lla varmistetaan etta koe-
eldainmalli kayttaytyy mallille kuuluvalla tavalla ja antaa oikeanlaisen
tautivasteen. Koeasetelmissa ryhman sisdinen variaatio

minimoidaan mallivalidaatioty6lld, joka maarittelee tilastollisesti tar-
vittavat ryhmakoot (voima-analyysi).

3. Parantaminen - Refinement

a) Perusteet eldinlajin valinnalle.

b) Miksi valittu eldinmalli on paras tie-
teellisten tavoitteiden kannalta?

c) Miten eldimille aiheutettu haitta on
tarkoitus minimoida?

Suuri osa keskushermostollisten kehityssairauksien eldinmalleista on
kehitetty jyrsijoissa. Jyrsijoissa havaitut taudin mekanismit, vasteet
nykyisille ladkkeille (jos on) jaeldinten kdyton maara suhteessa saata-
vaan informaatioon ladkeaineen tehosta ja turvallisuudesta ovat hy-
vat. Alemmilla selkdrankaisilla tai in vitro-menetelmin eivoida saada
samanlaista tietoa uusien lddkeaineiden tehosta, koska kyseiset me-
netelmat eivat ole riittdvasti tutkittuja, eivatka yleisesti hyvaksyttyja
ja kaytettyja. Taman lisaksi ndista menetelmista ei ole saatavissa tie-
toa talla hetkelld kaytettyjen ladkeaineiden vasteista, joita voitaisiin
kayttaa verrattaessa uusistalddkeaineista saatavia tuloksia.

Tehddadnko hankkeesta takautuva arvi-
ointi?

KYLLA | EI

X




TAKAUTUVAN ARVIOINNIN TULOKSET
Ladkeaineiden tehon testaaminen myotubular myopathy (MTM), myotonisen dystrofian
(DMSXL) ja Pompe- lihasrappeumatautien prekliinisissa eldinmalleissa.

Takautuvan arvioinnin perusteet
X Sisaltaa vakavia toimenpiteita
Kaytetaan apinoita

Muu peruste

Tavoitteiden saavuttaminen

Hankkeen tavoitteena oli testata uusien lddkeaineiden tehoa lihasrappeumasairauksien hoidossa
prekliinissa hiirimalleissa. Tutkimusmalleilla pyrittiin myo6s lissamaan lihasrappeumasairauksien
mekanismien ja vaikutusten ymmarrysta uusien ladkkeiden ja ladkehoitomuotojen kehittamiseksi.
Kaytetyt eldinmallit toimivat odotetusti ja antoivat luotettavia tuloksia ladkeaineiden tehokkuu-
desta. Osasta testatuista ladkeaineista saatiin positiivisia tuloksia. Osa lddkeaineista on edennyt
kliinisiin kokeisiin.

Todelliset haittavaikutukset: eldinten maara todellisen vakavuusluokan mukaan

- Ei toipumista | Lieva Kohtalai- Vakava
nen
Hiiret (Mus musculus) [A1] 0 1767 205 158

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

Tutkimuksessa kaytettiin 2130 hiirta (ennakoitu maara 8125). Kaytetyt eldimet jakaantuivat seu-
raavasti: 0 % luokassa ei toipumista, 83 % luokassa lieva, 0% luokassa kohtalainen ja 7% luokassa
vakava.

Kaytettyjen eldinten maara oli n. 26% suunnitellusta kdytosta, koska tarvetta ennakoiduille ko-
keille ei ollut. Vakavuusluokkien osalta noin 7 % kaytetyista eldimista kuului vakavuusluokkaan va-
kava. Osahankkeittain vakavaa haittaa aiheutui seuraavasti: Osahanke 1 (MTM1-hiirimalli):
118/272 (43%), Osahanke 2 (DMSXL-hiirimalli): 40/1855 (22%). Osahankkeessa 3 ei ollut tutkimuk-
sia.

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

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

Korvaaminen

Hankkeessa kaytetyille malleille ei ole olemassa korvaavia vaihtoehtoja.

Vdhentdminen

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

Parantaminen

Lautakunta edellytti takautuvassa arvioinnissa annettavan selvitys siitd, kuinka moni eldin lopetet-
tiin lopetuskriteerien perusteella ja mitad refinementtia hyddynnettiin tutkimuksen kuluessa.
Osahankkeessa 1 lopetuskriteerien perusteella lopetettiin 68 hiirta ja kuolleena |6ydettiin 22
hiirtd. Osahankkeessa 2 lopetuskriteerien perusteella lopetettiin 28 hiirta ja kuolleena |6ydettiin



20 hiirta. Hankeluvan aikana laitoksella on otettu kdyttéon hyvinvoinninpisteytystaulukko avusta-
maan lopetuskriteereitd maaritettdessa. Henkiloston koulutusta on yhtendistetty siten, etta eldin-
ten kanssa tydskentelevilla henkil6illa on yhtendisempi tulkinta lopetuskriteereista.

Hankkeessa kaytettiin transgeenisia hiirilinjoja, joilla havaittiin progressiivisesti etenevaa motoris-
ten toimintojen heikkenemistd, painon putoamista ja halvaantumisoireita. Eldinten kuntoa tark-
kaillaan vahintaan kahdesti pdivassa. Eldimille on tarjolla pehmennettya rehua ja vetta pitkanippai-
sista pulloista. Hiiren ruumiinpainoa verrataan kokeenaikaiseen maksimipainoon. Jos ruumiinpaino
tipahtaa >10% maksipainosta, hiiren tarkkailua lisatdan. Kun ruumiinpaino tippuu >20% maksimi-
painosta, eldin lopetetaan. Muita lopetuskriteereja olivat: eldin ei pysty kddantymaan 5 sekunnin
aikana, kun sen laitetaan kyljelleen seka havaitut halvaantumisoireet, jossa takaraajat ovat sivuilla
ja raajat eivat ojennu tai eldin ei pysty kavelemaan. Lopetuskriteereja on hankala kiristaa entises-
tdan vaarantamatta tulosten luotettavuutta. Osa eldimistd |0ydetdaan kuolleena ilman, etta niilla
havaitaan merkittavaa painon putoamista tai halvaantumisoireita. Taman johdosta kuolleena l6y-
dettyjen hiirten maaraa on hankala saada alemmas pelkastdaan lopetuskriteereja kiristamalla.

Muu: korvaavien menetelmien jakaminen
Tietoa jaetaan toiminnanharjoittajan ja yhteistyoryhmien kesken.
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