Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben {ber die Projektziele, einschlieRlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens
Herzmuskelschwiéche {Herzinsuffizienz) ist mit einer hohen Morbiditit und Sterblichkeit verbunden,
die Herztransplantation bisher die einzige kausale Therapie. Ein besseres Verstindnis der
Pathomechanismen insbesondere in der Frithphase der Herzinsuffizienz ist die Voraussetzung fiir
neue Therapieansétze. Erhdhter Sympathikotonus (neurohumorale Aktivierung) ist wesentlich am
Fortschreiten der Erkrankung beteiligt. Ein Tiermodell der chronischen sympathischen Aktivierung
durch Uberexpression des humanen betal-Adrenoceptors (beta-1AR) spiegelt wesentliche
Charakteristika der Herzinsuffizienz im Menschen wider {Hypertrophie, Fibrose, Herzinsuffizienz).
Dabel ist eine frilhzeitige intrazellulire Ca2+ Erhshung in ventrikuldren Herzmuskelzellen kausal an
der Entwicklung der Herzinsuffizienz beteiligt. Wir konnten zelgen, dass die intrazelluldre Ca2+
Erhdhung mit einer Erhdhung des intrazelluldren Natriums in Zusammenhang steht und durch eine
erhéhte Aktivitdt der Natriumkanile und des Na/Ca2+ Austauschers in den Zellen bedingt sein
kénnte.

Ziel dieser Studie ist es, die gestdérte Na+ und Ca2+ Homdostase in betal-AR Mausen mit zwei
unterschiedlichen Wirkstoffen pharmakologisch zu beeinflussen, um der gestdrten Na+ und CaZ+
Homdastase entgegen zu wirken und der Entstehung der Herzinsuffizienz entgegenzuwirken. Dazu
werden die Tiere mit jeweils einem der beiden Medikamente iiber mehrere Wochen behandelt-
Anschitefend wird die Funktion (Echokardiographie, Druckmessungen in Finalversuchen), sowie die
Struktur des Herzens untersucht und die Funktion einzelner ex vivo gewonnener Herzmuskelzellen
quantifiziert. Die Ergebnisse dieser Versuche erlauben es, die bisher abgeleiteten
pathophysiologischen Zusammenhiinge zu validieren und den Stellenwert der beiden getesteten
Wirkstoffe in Bezug auf die Herzinsuffizienzbehandiung abzuschatzen.

2. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere: 456 Miuse

3. Angaben tber die Erfillung der ,,3R" (Replacement, Reduce, Refinement, zu Deutsch

Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Aufgrund der Komplexitdt der Herzinsuffizienzentstehung und kardialer Umbauprozesse {kardiales
Remodeling), bei der lokale Druckverhiltnisse sowie systemische Faktoren zusitzlich zur
Herzmuskelzelle eine Rolle spielen, kénnen die Fragesteliungen, die in diesem vorliegenden Antrag
adressiert werden sollen, nicht an isolierten Zellen oder Organen untersucht werden. Die zu
untersuchenden Funktionen hingen direkt von der Auspragung des kardialen Remodelings ab und
kénnen daher nicht mit in vitro oder ex vivo Versuchen erfasst werden. Die bisherigen Ergebnisse in
diesem Tiermodell legen nahe, dass die erwihnten lonentransporter/-kandle ein wichtiges
Angriffsziel fir neue Herzinsuffzienztherapien darstellen kénnten und hieten gleichzeitig eine
Grundlage fir die Fallzahlberechnung und Verringerung der Tierzahl, sodass die Anzahl der
geziichteten und untersuchten Mause auf ein Minimum reduziert werden kann aber statistisch
notwendig ist. In den geplanten Versuchen soll das Wohlergehen der Tiere bestmdglich gewihrleistet
werden, indem diese verstirkt kontrolliert und versorgt werden. Die Tiere werden durch
ausgebildete Tierpfleger betreut und versorgt um diese an den Umgang zu gewdhnen und Stress zu
reduzieren. Des Weiteren werden die Tiere in Gruppen gehalten, engmaschig iiberwacht und es wird
Enrichment in Form von Nestbaumaterial zur Verfiigung gestelit.
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Zweck des Tierversuchs (geméaR & 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben iiber Projektziele, einschlieBlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Kardiovaskulire Erkrankungen, wie Herzinfarkt und Schlaganfall, stellen die haufigste Ursache fiir
Todesfille in Osterreich und der westlichen Welt dar. Atherosklerose ist eine chronisch-entziindliche
Veranderung der BlutgefaRe und die hiufigste grundlegende Ursache fiir diese Erkrankungen. Trotz
wesentlicher Fortschritte bel der Behandlung von Patienten mit Atherosklerose und akutem
Herzinfarkt, ist die klinische und soziale Belastung bei Herzerkrankungen noch immer untragbar groR.
Neuere Erkenntnisse weisen auf eine schiitzende Rolle spezifischer Antikdrper bei der Entwicklung
atherosklerotischer Verinderungen hin, wobei verschiedene Mechanismen fir diesen Effekt
verantwortlich gemacht werden. Die genaue Regulation und Wirkweise dieses angeborenen Schutzes
is jedoch nicht bekannt. Innerhalb dieses Projektes soll die Rolle eine bestimmten
Regulationsmechanismus. natirlicher Antikbrper in der Enstehung der Atherosklerose anhand von
Mausmodellen untersucht werden. Im Detail soll hierbei das Knochenmark genetisch modifizierter
Miusen, die durch das Fehlen eine bestimmten Gens einen sehr hohen Spiegel dieser Antikéirper
haben, in M&use mit erhdhter Atheroskleroseneigung transplantiert werden, und der Effekt auf die
Entstehung atherosklerotischer GefaBverdnderungen untersucht werden. Dies soll in erster Linie
mittels histologischer und biochemischer sowie immunologischer Methoden an post mortem
entnommenen Gewebean geschehen.

Derzeit gibt es keine spezifische Therapiestrategie, die sich gezielt gegen die entziindlichen Abléufe
bei diesen Erkrankungen richtet. Jedoch kann ein besseres Verstandnis dieser Abldufe in der
Krankheitsentstehung zu neuen wirksamen und spezifischen Therapiestrategien fiihren, die diese
verheerenden Erkrankungen verhindern. Der hierbei untersuchte Ansatz konnte spezifisch Wege
aufweisen mit denen kérpereigener Abwehrmechanismen als therapeutische Malnahme angeregt
werden.

2. Art und Anzahl der Tiere

Da es sich bei dieser Studie um die Untersuchung eines Krankheitsprozesses eines komplexen
Organsystems handelt, kénnen diese nur in lebenden Organismen durchgefithrt werden.
Mausmodelle  stellen eine etablierte und erfolgsversprechende Methode in  der
Atheroskleroseforschung dar, da alleine das Verfittern einer sehr gut vertriglichen fettreichen Diat
zur Entstehung von GeféRverénderungen fihrt, die vorwiegend post mortem untersucht werden
kbnnen und den menschlichen Verinderungen sehr gleichen. Die Methode der
Knochenmarkstransplanation ist interantionaler Standard, um die Rolle von Gendefizienzen in
hamatopietischen Zellen zu untersuchen. Basierend auf internationaler sowie eigener Erfahrung
missen nicht mehr als 75 Miuse fir diese Studien herangezogen werden.

3, Erfiillung der ,,3R" {Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Das Design dieser Studie fand unter genauer Beriicksichtigung der 3R Regeln statt, wobei hierbei
auch besonderes Augenmerk darauf gelegt wird, die Anzahl der verwendeten Tiere durch
verbesserte Zuchtplanung so gering wie méglich zu halten. Die Knochenmarkstransplantation ist eine
Methode, durch die die Zahl von verwendenten Tieren stark reduziert wird, da keine Zichtungen zur
Herstelung von ,Doppel knock-out Mausen” erforderlich sind.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012}): Grundlagenforschung

Wihrend langandauernder Phasen maximaler Energieabgabe z.B. wihrend der Jungenaufzucht beim
Saugetier erreichen Weibchen sog. ,,physiologische Limits”. Wird diese Obergrenze der Energie- bzw.
Futteraufnahme erreicht, kann das Tier selbst bei ad libitum Futterverfiigbarkeit nicht weiter Energie
aufnehmen sondern verldsst die Jungen bzw. beendet die Laktation. Wodurch wird dieses
physiologische Limit verursacht? Was kann das Limit beeinflussen und damit die Jungenaufzucht fiir
das Weibchen energetisch weniger intensiv ausfallen lassen? Diesen und mehr Fragen ist unsere 3
Jahre andauernde Studie im Bereich der Grundlagenforschung gewidmet.

Bisher zeigte sich, dass Mauseweibchen durch die groBen Anforderungen an ihren Stoffwechsel eine
hihere Kérpertemperatur aufweisen, wenn sie Junge aufziehen. AuRerdem zeigte sich, dass sie ihre
Milchproduktion steigern kdnnen, wenn die Umgebungstemperaturen niedriger sind bzw. es kihler
ist.

Flr unsere Studie wihlten wir den Syrischen Goldhamster {Mesocricetus auratus), der in der Wiiste
nachts sehr niedrigen Temperaturen, aber auch sehr heiRen Tagestemperaturen ausgesetzt ist.
Hamster kénnten, um Energie zu sparen, einen eigenen Energiesparmechanismus niitzen, der zwar in
der Literatur bestens bekannt ist, aber in diesem Kontext noch nicht beriicksichtigt wurde: sie
kénnen durch Minimieren der Aktivitit, der Kérpertemperatur und des Stoffwechsels unter Tags
bzw. wenn es heiR ist, den sog. Tagesschlaf einsetzen um nicht zu lberhitzen, gleichzeitig aber
effizient Milch fiir die Jungen zu produzieren. Wir werden daher in drei aufeinanderfolgenden
Studien, im Rahmen derer jeweils 15 erwachsene (insgesamt 45) Tiere verwenden, Futterverbrauch,
Wachstum der Jungen sowie Zeitverldufe des Stoffwechsels und der Temperatur der Muttertiere bei
22 und 30 Grad Celsius messen und dadurch identifizieren, wo das physiologische Limit beim
Goldhamster liegt. Um die gleichen Parameter auch bei einer niedrigeren Temperatur erheben zu
konnen, um Limitierung durch Hitze zu testen, werden wir die Jungenaufzucht bei 5 Grad in einer
Klimakammer beobachten fiir die maximal 150 Jungtiere {15 Wiirfe zu maximal 10 Nachkommen}
zusétzlich zu den Muttertieren verwendet werden. Die tierversuchsrelevante Belastung liegt in der
Exposition zu den drei genannten Umgebungstemperaturen, in der subkutanen Implantation eines
reiskorngrofen Transmitters (nur bei den adulten Tieren) sowie -zum Zwecke der Messung der
Milchproduktion- in der intraperitonealen Injektion von doppelt markiertem (,schweren”) Wasser
mit anschlieBender Entnahme von je 100ul Blut (nur bei den erfolgreichen Muttertieren). Unsere
Ergebnisse werden helfen, optimale Aufzuchtbedingungen fiir Siugetierweibchen zu etablieren und
einen wertvollen Beitrag zur Kenntnis des Reproduktionspotentials von Hamstern leisten. Ganz im
Sinne der 3R versuchen wir durch gestaffelte Durchfiihrung der Experimente und dadurch mégliche
Verwendung der Nachzuchtindividuen die Tierzahlen zu reduzieren. Des weiteren werden wir die
Haltungsbedingungen durch Kafigsysteme, die fiir die Haltung von Hamstern optimiert wurden
verbessern.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Projektziele: Das Immunsystem unterliegt verschiedensten Ebenen der Regulation, die zusammen
dafiir sorgen, dass Pathogene erfolgreich bekdmpft werden und gleichzeitig unerwiinschte
Reaktionen gegen den eigenen Organismus -Autoimmunitdt -verhindert werden. Ein wichtiger Schritt
in der Bekdmpfung von Pathogenen, ist deren Erkennung durch zelluldre Rezeptoren. Eine wichtige
und intensiv beforschte Gruppe solcher Rezeptoren sind die sogenannten Toll-like Rezeptoren (TLRs).
Viren, Bakterien und andere Pathogene werden durch TLRs erkannt und aktivieren auf diese Weise
das Immunsystem. Zu dieser Aktivierung gehort zum Beispiel die Expression von chemischen
Botenstoffen, die Fresszellen zum Infektionsherd leiten, die Induktion von antibakteriellen oder
antiviralen Proteinen, die das Wachstum vaon Pathogenen begrenzen und viele andere Mechanismen,
die im Normalfall fiir eine effiziente Immunreaktion sorgen. Leider ist diese Art der Pathogen-
Erkennung nicht immer erfolgreich. Viele Viren und Bakterien, die wir als Krankheitserreger kennen,
haben Strategien entwickelt den Signalwegen der TLRs auszuweichen. In unserem Forschungsprojekt
versuchen wir spezifische Wirtsproteine zu identifizieren, die in der Lage sind, die Signalwege der
TLRs zu beeinflussen. Mit dieser Strategie versuchen wir neue Méglichkeiten der immunregulation
aufzuzeigen, die in Zukunft zur erfolgreichen Therapie von derzeit noch gefihrlichen oder gar
todlichen Infektionskrankheiten fihren konnen. Als Beispiel wire hier die bakterielle
Lungenentziindung durch Streptokokken zu nennen, die noch immer zu einer hohen Sterberate der
Patienten fiilhrt. Um dieses Ziel zu erreichen ist es wichtig die molekularen Mechanismen der
Pathogen-Erkennung genau zu verstehen. Die hier gewonnenen Erkenntnisse sollen neue
Behandlungswege aufzeigen, die dazu beitragen konnen, Infektionskrankheiten des Menschen
besser zu therapieren.

Anzahl und Art der verwendeten Tiere: Da wir unsere Forschungsergebnisse aus dem Labor nicht
direkt an Patienten testen kénnen und wollen, greifen wir auf die Maus als experimenteiles Labortier
zuriick. Das Maus-Immunsystem ist dem menschlichen erstaunlich dhnlich und erlaubt direkte
Riickschliisse, die fiir die Behandlung von menschlichen Patenten genutzt werden kdnnen. Um
unsere in vitro Experimente im lebenden Organismus zu validieren, planen wir bis zu 1280
Labormausen von genetisch definierten Mausstimmen zu untersuchen, denen definierte Teile des
Genoms fehlen. Damit kénnen wir die Rolle von einzelnen Genen in der TLR-induzierten
Immunantwort studieren.

Angaben zur Erfillung der ,3R”: Im Hinblick auf das 3R Konzept {Vermeidung, Verminderung,
Verfeinerung) versuchen wir in diesem Projekt wo moglich Zellkultur Techniken zu verwenden, um
die zellulire Antwort auf TLR-Stimulation zu untersuchen. Unter Beriicksichtigung der ,3Rs”
verwenden wir international angesehene etablierte Tierversuchsmodelle, sowie standardisierte
Haltungs-und Versuchsbedingungen, um die Tierzahl auf das notwendige Minimum zu reduzieren.
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Nichttechnische Projektzusammenfassung

Zweck des Tierversuchs {(geméR §5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angabe Uber die Projektziele, einschlieflich zu erwartender Schaden und Nutzen

Die Zunahme antibiotikamultiresistenter Keime in den letzten Jahren hat 2ur Folge, dass
MaRnahmen fiir die Reduktion der resistenten Keime nicht nur im Humanbereich, sondern auch
im Nutztierbereich getroffen werden miissen. Einerseits sollen Antibiotika verniinftig und
verantwortungsvoll eingesetzt werden, andererseits ist es wichtig Méglichkeiten zur Reduktion
antibiotikaresistenter Keime zu finden. Ziel dieses Projektes ist es, einen Nachweis zu liefern,
dass antimikrobiell wirkende Futterzusatzstoffe (Futtersiuren, phytochemische Additive)
resistente und multiresistente E.coli im Verdauungsbrei von Broilern reduzieren. E.coli werden
aus dem Verdauungsbrel der Broiler isoliert und auf deren Empfindlichkeit gegeniiber diverse
Antibiotika mittels Agardiffusionstest berpriift. Der Nachweis, dass der getestete
Futterzusatzstoff resistente E.coli reduziert, basiert auf dem Vergleich der Anzahl der
resistenten E.coli im Verdauungsbrei in den verschiedenen FlUtterungsgruppen. Zu einem
Zeitpunkt wéhrend des Versuches und an Ende des Versuches wird ein Teil der Tiere zur
Probennahme euthanasiert.

2. Art und Anzahl der Tiere
600 Broiler (Ross) .

3. Erfillung der ,3R” {Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung):

Flr dieses Versuchsziel gibt es kein in vitro System. Es wurde zuvor versucht resistente E.coli in
Kotproben von Broilern nachzuweisen, allerdings beinhalten Kotproben viele Verunreinigungen,
wodurch die E.coli Anzahl verfilscht wird, weshalb zum Nachweis einer Reduktion die Entnahme
von Verdauungsbreiproben notwendig ist. Die beantragten Versuchstiere sind nach Power
Berechnungen bereits die Minimalvoraussetzung um eine statistische Verwertbarkeit und somit
Beantwortung dieser wissenschaftlich wichtigen Fragestellung mit der notwendigen Qualitit zu
gewihrleisten.

Es wird wdhrend des Projektes groRer Wert darauf gelegt, dass Stress und Schmerzen der
Broiler so gering wie moglich gehalten werden. Alle Broiler werden in Gruppen mit stindigem
Zugang zu Futter und Wasser gehalten und téglich von geschultem Personal sorgféltig betreut
und tierarztlich tiberwacht. Soltten die Tiere Anzeichen von Schmerz zeigen oder in irgendeiner
Weise beeintrichtigt sein, werden sie vom Versuch ausgeschiossen und wenn notwendig
euthanasiert.
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Zweck des Tierversuchs {gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Fische haben eine unter den Wirbeltieren einzigartige Vielfalt an Mechanismen zur Lautbildung und
zur Verbesserung ihrer Horfahigkeiten hervorgebracht. Die weltweit groRte Artenfille an
SiiRwasserfischen findet man in den Gewissern des Amazonassystems, und die Uberwidltigende
Mehrheit dieser Amazonasfische zihlt zur Gruppe der Otophysi, welche die Schwimmblase {iber eine
Kette von Kndchelchen mit dem Innenohr gekoppelt und auf diese Weise ihre Horfdhigkeiten enorm
gesteigert haben. Amazoniens Fische sind nicht stumm, sondern zahlreiche Arten sind dazu
imstande, Laute zu produzieren und akustisch zu kommunizieren. Unser Wissen in der Fisch-
Bioakustik ist allerdings noch sehr beschriinkt, ganz besonders trifft das auf die zahllosen Arten aus
tropischen SiBgewdssern zu.

In Kooperation mit Forschungsgruppen aus Brasilien und Belgien werden in Wien bioakustische
studien an Vertretern von zwei Ordnungen der Otophysi, an Welsen und Salmiern, durchgefihrt. Das
Projekt beinhaltet sowohl Freilandarbeiten (Aufnahmen von Fischlauten im Biotop, Aufnahme von
Gewssser- und Schiffslirm, Fischfang), als auch Laborarbeiten (Hormessungen an den
Versuchstieren, Aufnahme von Fischlauten im Aquarium, Verhaltensversuche, sowie Arbeiten an
Morphologie und Anatomie der Fische). Die Feldstudien werden im Amazonasgebiet durchgefihrt,
die Laborstudien in den Raumlichkeiten der beteiligten Institute in Osterreich, Brasilien und
Belgien.Fir die Studien werden Lautaufnahmen und Hormessungen an insgesamt maximal 300
individuen aus ca. 30 Arten von Welsen aus den Familien der Antennenwelse, Dornwelse, Falschen
Dornwelse, Harnischwelse, Panzer- und Schwielenwelse, Schmerlenwelse und Walwelse, sowie zu
Vergleichszwecken aus den Familien der Aalschwanzwelse, Echten Welse und Fiederbartwelse, und
an etwa sechs Arten von Salmlern aus den Familien der Echten Salmler und Sagesalmler
durchgefihrt.

Sowohl Lautaufnahmen als auch Hérmessungen stellen Tierversuche geringen Schweregrades dar,
bei dem die Tiere kelnerlei Schaden nehmen. Vor und nach den Versuchen werden die Fische in ihren
Haltungsanspriichen angepassten Aguarien gehalten und artgerecht mit verschiedensten Trocken-
und Lebendfuttersorten erndhrt.

Fiir die Aufnahme von Schreck- und Drohlauten im Wasser und an Luft werden die Fische in der Hand
des Experimentators in einem definierten Abstand zum Hydrophon bzw. Mikrophon gehalten und die
von den Tieren meist sofort abgegebenen Laute aufgezeichnet und ihr Schalldruckpegel gemessen.
Weiters werden Langzeitaufnahmen mittels Hydrophonen in den Hélterungsaquarien gemacht und
diese auf abgegebene Laute analysiert.

Hormessung werden mittels der sogenannten AEP-Aufnahmetechnik durchgefiihrt. Hierbei werden
als Reaktion auf Schallreiz generierte elektrische Potentiale von der Haut des Fisches abgeleitet und
analysiert. Die zur Ableitung verwendeten Elektroden werden dabei nur an die Haut des Fisches
gepresst, aber nicht eingestochen. Wiahrend des Versuches wird der Fisch durch vorhergehende
Injektion eines Muskelrelaxans (Flaxedil) ruhig gestellt und mittels einer Pipette mit frischem
Atemwasser beatmet. Die Tiere erholen sich von der Wirkung des Flaxedils innerhalb weniger
stunden und tragen von diesen Versuchen keinerlei bleibende Schiden davon.

Es werden pro Versuchsansatz sechs Individuen pro Art bzw. Gruppe beziiglich ihrer Horfahigkeiten
getestet; sechs Datensitze sind die Mindestzahl, um statistisch sattelfeste Ergebnisse zu erhalten; fiir
die Lautanalysen sind zumindest jeweils zehn Einzellaute von mindestens sechs Individuen
notwendig, welche von den Tieren meist innerhalb von weniger als einer Minute abgegeben werden.
Ziel dieser Grundlagenforschung ist es einerseits, zu groBen Teilen noch ungeklirte Fragen der
Fischbioakustik zu beantworten. Dies betrifft alle das Horen, die Lautbildung und die
schallkoemmunikation betreffenden Fragen, angefangen von daran beteiligten Strukturen, Knochen,
Zellen und Organen, bis hin zu evolutionsbiologischen, verhaltenshiologischen und kognitiven
Fragestellungen. Ein weiter, immer mehr an Bedeutung gewinnender Forschungsbereich bezieht sich
auf Umwelt-, Art- und Biotopschutzfragen, namlich auf den Einfluss von Larm auf das Verhalten von
Fischen. Menschlicher Ldrm, verursacht durch Industrie, Freizeitaktivitaten, Schiffslarm, aber auch
durch Anderung der Gerduschkulisse in Gewéssern, 2,B. durch Flussbegradigungen, ist ein Faktor, der
kiinftig vermehrt bei Umweltschutzbemiihungen afier Art bedacht werden muss.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Der Zebrafisch ist ein international anerkannter Standardorganismus zur Erforschung grundiegender
Mechanismen der Entwickiung und zur Modellierug von Erbkrankheiten des Menschen. Ziel des
Projektes ist die Sicherstellung der Authentizitdt und die Konservierung von Zebrafischlinien, die in
Forschung und Lehre benétigt werden.

Diese Sicherstellung der Authentizitt erfolgt mittels Genotypisierung von DNA aus entnommenen
Flossenspitzenbiopsien. Die Konservierung der Linien erfolgt iiber das Einlagern von Spermaproben in
flassigem Stickstoff (Kryokonservierung).

Mutationen die in homozygoten Tieren keine offensichtlichen Phianotypen auslésen, und transgene
Linien die keine dominanten Marker (z.B. fluoreszente Proteine) aushilden, kénnen nur diber
molekulare Methoden zugeordnet werden.

Zur Feststellung des Genotyps auf molekularer Ebene stehen unterschiedliche Methoden der DNA-
Untersuchung zur Verfiigung. Als DNA-Quelle dient in allen Fillen der distale Teil der Fiosse. Die
Gewebeentnahme (Flossenspitzenbiopsie) erfolgt ausschlieBlich an betiubten Tieren mit einer
MindestgrdRe von 1,5 cm({>2 Monate}. Die Methodik ist vergleichbar mit der Schwanzspitzenbiopsie
bei Mausen. Allerdings ist darauf hinzuweisen, dass bei Zebrafischen eine volle Regeneration des
entnommenen Flossengewebes nach nur wenigen Tagen vollzogen ist, die Tiere also keinerlei
bleibende Schiden von einer Flossenspitzenbiopsie davontragen.

Zur Identifizierung von Nachkommen von genetisch verdnderten Fischlinien sollen 3.000
Schwanzbiopsien Gber einen Zeitraum von S Jahren durchgefiihrt werden.

Die Kryokonservierung der Linien dient neben der Sicherung gegen einen maglichen Verlust, z.B.
durch Krankheiten, auch der Reduktion der in der Zuchtanlage gehaltenen Tiere. Die Konservierung
wird ber die Gewinnung von Spermien aus betdubten adulten Mannchen und einer Lagerung der
Spermien in Stickstoff erreicht. Falls Bedarf fir eine Wiederbelebung einer Linien besteht, kénnen
diese Spermien aufgetaut und mittels in vitro Befruchtung mit aus adulten Weibchen gewonnenen
Eizellen eine neue Generation von heterozygoten Tieren gewonnen werden. Die Entnahme von
Spermien zur Kryokonservierung bzw. in-vitro Fertilisierung erfolgt ausschlieRlich zum Zwecke des
Erhalts der betreffenden Linien, wobei pro Linie jeweils zehn Spermaproben entnommen und je fiinf
davon in zwei getrennten Fliissigstickstoff Tanks eingelagert werden.

Insgesamt sollen 1.000 Spermaentnahmen {iber einen Zeitraum von 5 Jahren durchgefiihrt werden.

Die sorgféltige und regelmiRige Bestimmung des Genotyps jedes Nachkommen sowie die
Kryokonservierung der Spermien garantiert, dass nicht unnotig viele Tiere geziichtet werden. Diese
MaRnahmen sind Merkmale verantwortungsbewusster Zuchtbetreuung und tragen im Sinne des ,3R
Prinzips” zur Reduktion und Vermeidung von Tierversuchen bei.
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Zweck des Tierversuchs {gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben iiber Projektziele, einschlieflich zu erwartender Schaden und Nutzen

Die Fokal segmentale Glomerulosklerose (FSGS) bezeichnet eine Gruppe von chronischen
Erkrankungen der Niere, die unbehandelt in der Mehrzahl der Fille zu komplettem Nierenversagen
fiihrt. Wir konnten zeigen, dass durch intraperitoneale Injektion mit spezifischen kurzen LNA-oligos
{Locked Nucleic Acids), welche die kurze, regulatorische microRNA-193a (miR-193a) inhibieren, eine
Verbesserung der Proteinurie/FSGS erzielt werden kann. Es gilt nun in weiterer Folge abzuklaren, ab
welchem Zeitpunkt der miR-193a-Uberexpression die FSGS irreversibel ist, wie sich die Inhibition der
beiden unterschiedlich miR-193a-Striinge, einzeln und kombiniert, auf den therapeutischen Erfolg
auswirkt und ob andere Organe (mit besonderer Blickrichtung Tumorigenese} in Leidenschaft
gezogen werden.

Die Uberprifung einer FSGS in vivo erfolgt {ber die Albumin Creatinin Ratio. Dadurch kann
volumenunabhiingig die Menge des Albumins im Harn und damit die Proteinurie als Leitsymptom der
FSGS liberpriift.

2. Artund Anzahi der Tiere
Fiir das Experiment werden 489 Méause bendtigt.

3. Erfiillung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Die zugrundeliegenden Hypothesen der vorliegenden Versuche wurden ausfilhrlich in vitro getestet
und bestitigt. Eine weitere Aufklarung erfordert die Uberprifung in einem in vive Modell, vor allem
fir die Charakterisierung der 2u erwartenden FSGS durch funktioneile, histologische und
molekularbiologische Untersuchungen besteht keine nichttierische Alternative.

Die Belastung der Versuchstiere wird auf ein Minimum reduziert unddie Beurteilung des klinischen
Zustandbildes erfolgt tiglich. Die biologische Streuung wird durch standardisierte Haltung
vermindert.

2014/ Seite 8



Zweck des Tierversuchs {(gemdR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1, Angaben iiber Projektzlele, einschlieRlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Die ansteigende Fettleibigkeit ist fiir die dramatische Haufung von Atherosklerose und Typ 2 Diabetes
mellitus verantwortlich. Die momentan verfiigharen therapeutischen Strategien gegen dieses
kardiovaskuldre Risiko sind nicht ausreichend, da die zellphysiologischen Ursachen nur ungeniigend
verstanden sind. Eine Stérung der Glukosetoleranz und der Insulinsensitivitit sind jedenfalls zwei
prominent diskutierte Risikofaktoren fir kardiovaskuldre Erkrankungen und Diabetes mellitus Typ 2.
Zusétzlich hat sich rezent gezeigt, dass eine chronische Entziindung, welche im Wesentlichen durch
entzlindliche Makrophagen im viszeralen (intraabdominalen) Fett vorangetrieben wird, die eine
Glukoseintoleranz und eine Insulinresistenz beglinstigen bzw. auslésen. Die zugrundeliegenden
zelluldren Molekiile in Makrophagen, die die Entziindung und den Glukosemetabolismus regulieren,
sind jedoch nur unzureichend erforscht. Die Projektidee zielt darauf ab, die Rolle von
Signaltransduktionswegen in Makrophagen zu erforschen, die die Glukosetoleranz und die
Insulinsensitivitdt steuern. Die Erforschung der Signaltransduktionswege, die in Makrophagen den
Stoffwechsel regulieren, lassen neue therapeutische Ansitze erwarten, um metabolische und
kardiovaskuldre Erkrankungen kiinftig besser verstehen und auch behandeln zu kénnen.

2. Artund Anzahl der Tiere
Mduse: Stamm C57BL/6; 288 Tiere

3. Erfillung der,,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Alle Experimente dieses Projektes wurden unter Einhaltung des ,,3R"-Prinzips geplant. Zu dieser
Fragestellung gibt es keine in-vitro Alternativen (Vermeidung nicht méglich). Um die Streuung der
Versuchsergebnisse zu minimieren, werden die Haltungs-und Versuchsbedingungen optimal
standardisiert und Littermates als Kontrolltiere eingesetzt. Zur Einschrinkung der Belastung wurden
auBerdem stringente Abbruchkriterien definiert. Die Studien werden engmaschig iberwacht und
kontroiliert.
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Zweck des Tierversuchs (gemaf § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Ad 1. Organ-spezifische, autoimmune Entziindungsreaktionen stellen ein groBes Problem fir
betroffene Patienten dar, da diese Erkrankungen bisher hidufig nur mittels einer generellen
Unterdriickung des Immunsystems therapiert werden kénnen. Fiir den Patienten bedeutet dies
allerdings, dass durch das geschwichte Immunsystem hdufig Infektionen auftreten und eine erhdhte
Anfilligkeit fur Tumorerkrankungen besteht. Statt einer generellen Unterdriickung des
Immunsystems wire es sinnvoller, die Behandlung auf die tatséchlich beteiligten Komponenten des
Immunsystems einzuschriinken, also auf Antikérper, T-Zellen und Fresszellen. Aus diesem Grund
fuhrten wir Zellkultur-Experimente durch, mit deren Hilfe wir zuerst einmal die an Organspezifischen
Entziindungsreaktionen beteiligten Kandidaten identifizieren. Im Rahmen dieser Experimente fiel
unser Verdacht auf spezielle T-Zellen mit folgenden Eigenschaften: 1. Diese T-Zellen erkennen das
gleiche Protein wie die krankmachenden AntikGrper, kdnnten also bei der Produktion dieser
Antikérper "helfen". 2. Das von diesen T-Zellen erkannte Protein wird auch in dem Zielgewebe der
Organ-spezifischen Autoimmunerkrankung produziert. Sind die T-Zellen, die zur Produktion von
krankmachenden Antikérpern fithren auch die T-Zellen, die spéter die Entziindungsherde
hervorrufen kénnen oder muss es sich dabei um zwei vollkommen unterschiedliche T-Zell-
Papulationen handeln? Mit den hier beantragten Versuchen soll diese Frage gekldrt werden.

Ad 2.: Insgesamt werden 312 Lewisratten benétigt.

Ad 3. Leider kdnnen derartige Entziindungsreaktionen nicht in Zell-und Gewebekultursystemen
reproduziert werden kann, da sich die T-Zellen beim Durchwandern von Immunorganen und der Blut-
Gewebs-Schranken im lebenden Organismus in ihren Eigenschaften deutlich von denen in
Kultursystemen unterscheiden. Deswegen kann zur Aufkldrung der Rolle dieser Zellen nicht auf
Tierexperimente verzichtet werden. Um die Zahl der fiir diese Experimente vorgesehenen Tiere so
gering wie maglich zu halten, wurde die benétigte Tierzahl durch statistische Fallzahlberechnungen
ermittelt. Desweiteren werden Lewisratten unter standardisierten Bedingungenverwendet, da diese
Tiere fiir die Untersuchung Organ-spezifischer Entziindungsherde besonders geeignet sind und daher
nur mit sehr wenigen Ausféllen zu rechnen ist. Zur Verminderung der Krankheitssymptome und zur
Verfeinerung der Experimente wird die Zahl der eingesetzten T-Zellen so gewdhlt, dass ein moglichst
geringer Schweregrad klinischer Symptome zu erwarten sein wird,
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Zweck des Tierversuchs (geméRB § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Ad 1.: Obwohl die erste, meist schiitzende Antwort auf eindringende Keime die Einleitung einer
Entzindungsreaktion ist, kann es oftmals vorkommen, dass die Entziindung selbst mehr Schaden
anrichtet -und somit zum Tod fithren kann. Diese sogenannte iiberschieRende Entziindungsreaktion
ist ein groRes Problem in der klinischen Praxis und verantwortlich fiir hohe Sterblichkeitsraten nach
Infektionen. Das Ziel dieses Tierversuches ist es nun bisher unbekannte Mechanismen der Regulation
der Entzlndungsantwort im Rahmen von Infektionen zu untersuchen, mit der Hoffnung neue
therapeutische Ansétze zu finden, die eine GiberschieBende Entziindung verhindern kénnen. Der
Ansatz dieser Studie ist ein spezieller Rezeptor, der die Produktion von proinflammatorischen
kérpereigenen Substanzen (Zytokine) limitiert und so eine potentiell schidliche Entziindung zu
vermeiden vermag.

Ad 2.: 192 C57BL/6 Miuse unterschiedlichen Genotyps.

Ad 3.: Das Projekt verwendet ein sehr gut etabliertes und international akzeptiertes Mausmodell mit
standardisierten Haltungs-und Versuchsbedingungen und beriicksichtigt somit alle Anforderungen
zur Vermeidung, Verminderung und Verbesserung der Untersuchungen. Entsprechende Vorversuche
wurden an Zelllinien durchgefithrt. Dem 3R-Konzept wird weiters durch Standardisierung der
Haltungs-und Versuchsbedingungen, durch die Verwendung geeigneter statistischer Methoden zur
Fallzahlberechnung und somit zur Reduktion der benstigten Tiere Rechnung getragen. Zur
Minderung der Belastung werden die Tiere sozial und in angereicherter Umgehung gehalten.
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Zweck des Tierversuchs {gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Der Zebrafisch (oder auch Zebrabérbling) ist ein international anerkannter Modellsystem fiir
genetische Studien an menschiichen Erbkrankheiten. Der Zweck des Projektes ist die fiir diese
Grundiagenforschung absolut notwenige Aufrechterhaitung der Zucht von heterozygot mutanten
und transgenen Zebrafischlinien, die keinerlei phdnotypischen Verdnderungen aufweisen.

Die Haltung dieser Linien liefert keinerlei Hinweise auf Belastungen, d.h. diese Tiere lassen sich in
folgenden Punkten nicht von wildtypischen Tieren unterscheiden: Wachstum, Morphologie, Fress-,
Sozial- und Sexualverhalten, Fertilitit, Gesundheit der nicht homozygot mutanten Nachkommen und
Lebenserwartung. Anders als bei der Belastungseinstufung bei Saugetieren gibt es bei Fischen
jedoch bisher keinen Kriterienkatalog durch den die Belastung eindeutig festgelegt werden kann.
Aufgrund der fehlenden Dokumentation gelten alle Fischlinien somit formal als vorlaufig belastet',
Daher handelt es sich hier um einen Pilotantrag zur Festlegung zukinftiger Richtlinien fir die
Einstufung von Fischlinien.

Es werden ausschlieBlich die fiir die Forschung notwendigen Linien gehalten, wobei die Nutzung auf
das Ansetzen von Verpaarungen zwecks Gewinnung von Embryonen limitiert ist. Um nicht genutzte
Linien zu erkennen, wird jede Verpaarung protokolliert und nicht genutzte Linien werden
konserviert (Kryokonservierung von Spermaproben) und die Tiere anschlieBend eingeschlifert.

Zur Sicherstellung der Forschung wurde fiir jede Linie separat die daftir notwenige Anzahl ermittelt.
In Summe ergibt sich daraus ein derzeitiger Bedarf zur Zucht von jéhrlich 5.550 Tieren (2.050
heterozygot mutante Tiere, und 3.500 hetero und homozygot transgene Tiere)
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Zweck des Tierversuchs {(gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Angaben (ber die Projektziele, einschlieRlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Seit 2013 gilt Adipositas in den USA offiziell als Krankheit und ist ein Hauptrisikofaktor fiir zahlreiche
Folgeerkrankungen, wie Diabetes, Fettleber, Arteriosklerose, Bluthochdruck, Schlaganfall und
bestimmte Krebsformen. Weltweit sind derzeit mehr als 1,5 Milliarden Menschen Ubergewichtig,
davon mehr als 300 Millionen fettleibig (WHO, 2012). Adipositas ist dadurch zu einer der gréRten
Herausforderungen fiir nahezu alle Gesundheitssysteme der Welt geworden.

Ziel des Tierversuches mit dem Tite! ,,Rolie der Himoxygenase-1 in Adipozytendifferenzierung" ist es,
den Einfluss der Himoxygenase-1 (HO-1) auf die Fettenstehung in den unterschiedlichen Fettdepots
(subkutan gegen viszeral) zu untersuchen. Dem Enzym HO-1 wird eine grofie Bedeutung als
Schutzfaktor mit zahlreichen anti-inflammatorischen Eigenschaften zugeschrieben,
Interessanterweise konnten Studien auch zeigen, dass eine mit Chemikalien erzielte systemische HO-
1 Aktivierung Adipositas und Diabetes in Mausen und Ratten bessern kann. Diese Daten lassen
vermuten, dass HO-1 eine wichtige Rolle im Siugerstoffwechsel spielen kdnnte. Alle bisher
durchgeflhrten Studien haben aber schwere Limitationen: (i) die systemische (i.e. nicht organ/
zelityp-spezifische) und (ii) die nicht HO-1 spezifische Wirkung der verwendeten Chemikalien.

Im vorgelegten Tierversuch planen wir, mit einem konditionalen Mausmodell das Enzym
Hamoxygenase-1 gezielt in den Priadipozyten der Maus zu (iberexprimieren. Dadurch wird es
erstmals mdglich, die physiologische Rolle des Molekiils in der Adipozytenentwicklung zu verstehen.
Von diesem besseren Verstandnis erwarten wir uns als Nutzen des Tierversuches im besten Fall auch
Grundlagen fir die Entwicklung neuer Medikamente zur Behandlung dieser stark zunehmenden
Krankheitsbilder.

Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere

Als Versuchstiere werden insgesamt maximal 124 Miuse unterschiedlichen Genotyps eingesetzt.

Die Mduse der Versuchsgruppen werden durch Kreuzung des konditionalen HO-1"* Stammes mit
einer PDGF Rezeptor alpha Cre Mauslinie geziichtet. Zur Zichtung der 124 mannlichen
experimentellen Tiere werden statistisch insgesamt 365 Tiere henttigt. Da es zu einer leicht
abweichenden Verteilung der Geschlechter und Genotypen bei den Nachkommen kommen kann,
werden flir das Projekt insgesamt 500 Mause veranschlagt.

Angaben Uber die Erfilllung der ,3R" {Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung).

Vermeidung- Replacement

Ziel der Studie ist es, den Einfluss der Priadipozyten-Hamoxygenase auf Adipogenese zu studieren.
Im Tierreich ist die Himoxygenase-1 nur bei Plazentatieren zu finden. Miuse sind derzeit immer
noch die einzige Wirbeltierspezies in der Gene einfach zelityp-spezifisch ein- und ausgeschaltet
werden kdnnen. Zellkultursysteme fiir Adipozyten kénnen das Mausmodell nicht ersetzen, da in vitro
differenzierte Zelllinien sich mit ihrer multilokuléren Fettverteilung erheblich von reifen Adipozyten
im Fettgewebe unterscheiden. Desweiteren kann man mittels Zelllinien keine Aussage iiber
Fettdepotspezifische Unterschiede treffen und primédre Vorlduferzellen aus Fettdepots von Wildtyp
Mausen sind bereits zur Differenzierung vorprogrammiert, wodurch mégliche Effekte Gibersehen
werden kdnnten, Daher existieren fiir den vorgelegten Tierversuch keine alternativen
experimentellen Ansétze,

Verminderung- Reduction

Um die Variabilitdt der Ergebnisse méglichst gering zu halten, werden alle Versuche standardisiert
durchgefithrt. Diese Vorgangsweise garantiert nicht nur eine internationale wissenschaftliche
Vergleichbarkeit, sondern erméglicht auch eine Reduktion der Anzahl bendétigter Miuse.

Unterstitzt von der Verwendung geeigneter statistischer Methoden hilft diese Vorgangsweise - unter
Einhaltung der gebotenen wissenschaftlichen Sorgfalt - die Anzah! der bendtigten Tiere méglichst
gering zu halten. Wo immer maglich ist die Verwendung von Zell-Kultursystemen geplant, um die in
vivo Effekte auf zellulirer Ebene zu validieren.

Verbesserung- Refinement
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Die Versuche werden unter méglichst stressfreien und standardisierten Bedingungen durchgefihrt.
Eine soziale Anreicherung der Umgebung, Nagehblzer, die Betreuung durch "bekannte” Personen
sowie die Sicherstellung einer mdglichst vertrauten Umgebung (Gerdusche, Geriiche, Licht,
Luftfeuchtigkeit) sollen Stress jeglicher Art mbglichst zu vermeiden helfen. Damit gehen auch eine
deutlich niedrigere Varianz der Ergebnisse, eine erhdhte Qualitdt und somit auch eine Reduzierung
der Anzahl bendtigter Versuchstiere einher.
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Nichttechnische Projektzusammenfassung (geméaR § 31 TVG 2012)

1, Angaben (iber Projektziele, einschlieRlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Ziel dieses Projektes ist es die Innervation des Auges durch das autonome Nervensystem zu
verstehen. Hierfir werden Nervenbahnen welche das Auge versorgen und nicht dem Sehvorgang
dienen einzeln und in Kombination durchtrennt. AnschlieRenden Messungen des Augendruckes, des
Blutflusses und der Aderhautdicke geben Riickschliisse auf die beteiligten Systeme und deren
Kompensationsmechanismen, welche molekufarbiologisch und immunhistochemisch untersucht
werden. Darstellung der Nervenbahnen mit Markierungssubstanzen liefert Hinweise auf den Ursprung
und das Ziel der autonomen Nervenbahnen. Die geplanten Experimente zeigten in vorausgehenden
Untersuchungen keinen direkten EinfluB auf das allgemeine, soziale und Futterverhalten der Tiere, s0
dass von einem geringen Schaden ausgegangen wird. Der Nutzen wird als sehr hoch angesehen, da
die autonome Nervensteuerung des Auges unverstanden ist. Eine Fehiregulation fiihrt jedoch zu
vielseitigen Erkrankungen (z.B. Griiner Star, Makula-Erkrankung) welche nicht theraplerbar sind und
letztendlich unweigerlich zur Erblindung fiihren. Ein Verstindnis des autonomen Nervensystems wird
daher zu neuen Therapieansitzen fiihren.

2. Art und Anzahl der Tiere

Fiir diese Untersuchungen sind 50 Haushiihner (Gallus domesticus) aus Kéfighaltung vorgesehen da
diese das am besten verstandende Modell der Aderhautinnervation als auch Aderhautdicke sind.
Trotz Unterschiede im Aufbau des Auges sind bisherige Immunhistochemische Ergebnisse auf
Sdugetiere allgemein als auch den Menschen im Besonderen iibertragbar.

3. Erflllung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Vorgeschlagen Experimente dienen der Grundlagenforschung und kénnen daher nicht am Menschen
sondern nur im Tierexperiment durchgefiihrt werden. Darstellung von Nervenbahnen als auch
physiologische Experimente dienen hierbei gleichzeitig sowohl fiir molekularbiologische als auch
immunhistochenmische Untersuchungen wodurch die Anzahl der Versuchstiere gemindert wird. Auf
Basis dieser Versuche lassen sich zukiinftige physiclogische Experimente eindeutiger und besser
interpretieren wodurch die Anzahl der Versuchstiere ebenso reduziert werden kann.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spitestens 30. April 2017 vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben Ober die Projektziele. einschlieRlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Das Glaukom zahlt in der westlichen Welt zu den Haupterblindungsursachen. Pathophysiologisch ist
das Glaukom durch einen Verlust von retinalen Ganglienzellen und {als Folge davon) durch
charakteristische Verinderungen im Gesichtsfeld gekennzeichnet. Der wichtigste Risikofaktor fiir die
Entwicklung eines Glaukoms ist ein erhBhter Intrackulardruck. Dementsprechend ist bekannt, dass
eine Verringerung des Intraokulardrucks zu einer Verminderung des Progressionsrisikos der
Erkrankung filhrt. Um die unmittelbaren Folgen eines Intraokulardruckanstieges zu untersuchen,
sollen Ratten als Modellorganismus verwendet werden. Durch die experimentelle Erhdhung des
Augeninnendrucks unter verschiedenen Beleuchtungsbedingungen und die anschiieBende
histologische Untersuchung von Gehirn, Sehnerven und Augen sollen die Schiden an diesen Organen
sichtbar gemacht und quantifiziert werden.

2. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere
Fiir das Projekt werden 48 Ratten {Rattus norvegicus) vom Stamm Long-Evans verwendet.

3. Angaben Ober die Erfiillung der ,3R" {Replacement, Refinement, Reduction)

Vielen Studien zum Thema Glaukom wurden an Affen durchgefiihrt. Die Ratte eignet sich aber auf
Grund ihrer GroRe und den einfachen Haltungsbedingungen als ideales Modell fiir diese Methode.
Das im Projekt verwendete optische Kohdrenztomographie System wurde speziell fiir die Anwendung
an Kleintieren entwickelt. Die Messungen mit dem Gerit sind beriihrungslos und nicht invasiv. Durch
die hohe Genauigkeit des Systems konnte die Gesamtzahl der Versuchstiere verringert werden.
Siamtliche Interventionen am Versuchstier werden nur in tiefer Narkose durchgefiihrt.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Das menschliche Gehirn ist das Zentrum des Bewusstseins, erméglicht das Empfinden von
Emotionen, das Wahrnehmen von Sinneseindriicken, das Verstehen von Zusammenhingen, das
Lernen von Abldufen und Informationen, die Kommunikationen mit anderen Individuen und den
Ausdruck der Personlichkeit durch das Handeln und Agieren. All diese Vorgiinge kénnen nur am
lebenden Individuum beobachtet werden und eine wissenschaftliche Untersuchung der
Mechanismen benétigt daher Experimente an lebenden Tieren. in diesem Projekt werden Nager als
Versuchstiere verwendet, da sie dhnliche Arten von Nervenzellen und Hirnregionen haben, die
gleichen Neurotransmitter und Rezeptoren verwenden, und dhnliche kognitive und soziale Merkmale
wie Menschen aufweisen. In diesen Versuchen, wird die Aktivitit von Nervenzellen bestimmt,
wihrend die Tiere neue informationen lernen und anwenden. Dadurch werden grundlegende
Erkenntnisse dariiber gewonnen, wie komplexe Prozesse im Gehirn ablaufen, Diese Erkenntnisse sind
von unabdingbarer Bedeutung, um Krankheitsbilder wie Alzheimer's, Demenz oder Lerndefizite zu
verstehen und in Zukunft bessere Behandlungsmaglichkeiten zu entwickeln.

Insgesamt sollen 200 Long-Evans Ratten verwendet werden.

In den vorliegenden Experimenten soll eine neuartige bildgebende Methode verwendet werden und
die Aktivitat von hunderten Nervenzellen gleichzeitig bestimmt werden. Dadurch kann die Anzahl der
Versuchstiere im Vergleich zu herkdmmlichen Methaden reduziert werden kann {Verminderung). Ein
allgemeines Wohlbefinden der Versuchstiere ist bei diesen Experimenten unbedingt erforderlich,
damit ein erfolgreiches Lernen der Tiere mdglich wird. Durch Standardisierung aller Haltungs- und
Versuchsbedingungen und genaue Versuchsplanung {Verfeinerung) wird eine geringe Streuung der
Versuchsergebnisse ermoglicht und somit die Tierzahl auf das notwendige Minimum reduziert.
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Zweck des Tierversuchs (gemaf § 5 TVG 2012): Aushildung an Hochschulen eder Ausbildung zwecks
Erwerb, Erhaltung oder Verbesserung von beruflichen Fahigkeiten

1. Angaben {iber die Projektziele, einschlieBlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens
Notfallsoperationen wie nach Darmdurchbruch bei entzindlichen Darmerkrankungen,
Darmverschliisse oder blutende Geschwiire im Magen-Darmtrakt kommen relativ hiufig vor und
zihlen zu den schwierigsten Eingriffen in der Chirurgie. In den meisten Fallen ist der/diePatientin in
einem sehr schwachen Zustand und kann sich sogar in Lebensgefahr befinden. Der Arzt muss
wichtige und komplizierte Entscheidungen schnell treffen und die richtige Handlungen geschickt
setzen. Im Rahmen eines Workshops werden die schwierigsten Eingriffe trainiert, die im Rahmen
einer klinischen Notfallssituation nicht erst gelibt und somit auch nicht ausgefiihrt werden kénnen
mangels vorherigen Trainings. Alle zu Gibenden chirurgischen Eingriffe werden am vollnarkotisierten
Tier unter durchgehender veterinirmedizinischer Aufsicht und Betreuung ausgefiihrt. Die operativen
Eingriffe an den Schweinen werden in laparoskopischer Technik {welche auch minimal invasiver
Technik, oder ,Knopflochchirurgie” genannt wird) durchgefiihrt. Das Erlernen der laparoskopischen
Chirurgie verlduft anders als fiir die konventionelle Bauchchirurgie, wo der Bauchraum mit einem
gréReren Schnitt gedffnet wird und ein erfahrener Chirurg die Instrumente leicht {ibernehmen kann
wenn Schwierigkeit auftreten. Somit ist es unerldsslich, dass ein Chirurg in Ausbildung fir
laparoskopische Chirurgie Moglichkeiten hat, mit praxisnahen Ubungen, am zweckmiRigsten am
narkotisierten Tier, sich die notwendigen Fihigkeiten anzueignen. In dem praxisorientierten Kurs
wird die allerneueste Information zur Diagnostik und zum Therapiemanagement vermittelt.
Internationale Richtlinien werden durchgenommen und auch viele komplexe, aber anschauliche
Fallbeispiele prasentiert mit der Méglichkeit zur ausfiihrlichen Diskussion. Der Kurs richtet sich
sowohl| an Arzte in Ausbildung als auch an Fachdrzte, damit sie diese neuen Méaglichkeiten zur
moglichst schonenden und zugleich hoch effektiven operativen Behandlung von Patienten mit sehr
ernsten Erkrankungen im Bauchraum kennen lernen. Es ist bereits einwandfrei wissenschaftlich
erwiesen, dass diese Form der Chirurgie die Hiufigkeit von Komplikationen und die Anzahl der
Todesfslle reduziert. Der Arzt/die Arztin, der oder die diese Techniken erlernt hat kann sie dann mit
gestirktem Selbstvertrauen in seinem/in ihrem Krankenhaus wirkungsvoll einsetzen, sehr zum Wohl
der Patienten. Dass der Kurs von nationalen und internationalen Gremien unterstiitzt und
akkreditiert wird, biirgt fur die hohe Qualitat dieses Lehrgangs.

2, Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere
25 Hausschweine fiir 5 lahre

3. Angaben Uber die Erfiillung der ,3R“ (Replacement, Reduction, Refinement, zu Deutsch
Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Wihrend der Eingewdhnungszeit der Tiere wird neben standardméBiger fachkundiger Betreuung
durch geschultes Tierpflegerinnenpersonal zusétzlich zum Wohl der Tiere Enrichment in Form von
Ballen, Gummiringen etc. zur Verfiigung gestellt. Weiters werden die Tiere durch vermehrten
Kontakt an die Tierpflegerinnen und Projektmitarbeiterinnen gewdhnt. Solche postpromotionellen
Kurse bediirfen einer speziellen infrastruktur, welche die Mbglichkeit von Ubungen sowohl am
Kadaver als auch an vitalem Gewebe, z.B. in Form von Tierexperimenten erforderlich macht. Aus
diesem Grund existieren weltweit nur wenige vergleichbare Aushildungsprogramme, die inhaltlich
dieser Thematik gewidmet sind Um die Anzahl der Versuchstiere so gering wie moglich zu halten,
werden alle Ubungen zuerst an einem humanen Kadaver vorgelibt. Erst danach wird fir die
Durchfihrung von Blutstillungsverfahren (Gewebekieber und andere z.T. neuentwickelte
blutstillende Substanzen) und Gewebebehandlung am vitalen Organ an einem Tiermodell gearbeitet.
Die Anzahl der Tiere wird so gering wie méglich gehalten, um dennoch eine ausreichende
Trainingsmoglichkeit fir jeden einzelnen Chirurgen zu gewdhrleisten. Die von internationalen
Fachleuten im theoretischen Teil vorgetragenen und anschlieBend im praktischen Teil gezeigten
Techniken sollen méglichst realititsnah gelibt werden konnen. Unsere Veterindrmediziner halten
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sich permanent am Laufenden um alle Méglichkeiten zur schonenden und wiirdigen Behandlung der
Tiere auszuschépfen.
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Zweck des Tierversuchs (gemdR § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Beurteilung, Erkennung, Regulierung oder Verdnderung physiologischer Zusténde bei Menschen,
Tieren ader Pflanzen

1. Angaben (iber die Projektziele, einschlieRlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Ziel dieser Studie ist die Untersuchung genetisch bedingter Diabetes am Modell Zebrafisch. Diabetes
ist eine Krankheit, unter deren verheerenden und nicht behandelbaren Langzeitschdden ein
signifikanter und steigender Anteil der Weltbevilkerung leidet. Dank neuer Methoden der
Genomsequenzierung wurden in den letzten Jahren dutzende genetischer Risikofaktoren fiir den
frithen Ausbruch von Diabetes und flir die Entstehung von Typ 2 Diabetes identifiziert. Da es bisher
jedoch kaum Tiermodelle fiir diese Risikofaktoren gibt, ist noch weitestgehend unbekannt warum
und wie die entsprechenden Genvarianten Diabetes und damit verbundenen Krankheiten ausldsen.
In diesem Projekt sollen Zebrafische mit entsprechenden Genvarianten identifiziert werden, und
daran die Auswirkung der Risikofaktoren auf Bildung und Funktion von Inselzellen, sowie die
Langzeitfolgen von Hyperglykidmie analysiert werden.

Ein besseres Verstindnis der genetischen Ursachen von Diabetes und der Begleiterkrankungen des
mit Diabetes einhergehenden hohen Blutzuckerspiegels Ist Voraussetzung fiir die Schaffung neuer
therapeutischer Ansitze der Diabetes-Behandlung.

2. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere;

Fiir die Durchfiihrung der Studien mit hyperglykdmischen Fischen ist die Zucht von 360 homozygoten
sowie 1000 heterozygoten Tieren erforderlich.

3. Angaben Uber die Erfiillung der 3R {(Vermeldung, Verminderung und Verfeinerung).

Die Zucht der erwartungsgemiR phianotypisch wildtypischen Heterozygoten dient ausschlielilich der
Aufzucht der homozygoten Tiere. Wenn moglich sollen homozygote Tiere durch Verpaarung
homozygoter Elterntiere generiert werden, wodurch sich die Gesamtzahl der geziichteten Fische und
der Genotypisierungen deutlich reduzieren lieBe.

Alle Versuche an homozygoten Tieren werden ausschlieBlich an Gewebe- und Blutproben
durchgefiihrt, fir deren Entnahme die Tiere vorher euthanasiert wurden. Um die Gesamtzahl der
Versuchstiere zu minimieren, werden alle Gewebe- und Blutproben von einzelnen Fischen flr
zahlreiche Analysen verwendet.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Angaben tber die Projektziele, einschlieRlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Adipositas ist ein Hauptrisikofaktor fiir zahireiche Erkrankungen, wie Diabetes, Fettleber,
Arteriosklerose, Bluthochdruck, Schlaganfall und bestimmte Krebsformen. Weltweit sind derzeit
mehr als 1,5 Milliarden Menschen Ubergewichtig, davon mehr als 300 Millionen fettleibig (WHO,
2012). Adipositas ist dadurch zu einer der grdBten Herausforderungen fiir nahezu alle
Gesundheitssysteme der Welt geworden.

Ziel des Tierversuches mit dem Titel "Metaholische Rolle der Hamoxygenase-1 in Adipozyten -
Einfluss auf Adipositas und Diabetes" ist es, neue Therapieansitze fir die Behandlung von Adipositas
und Typ 2 Diabetes zu identifizieren. Dem Enzym Hamoxygenase-1 (HO-1} wird eine groRe
Bedeutung als Schutzfaktor mit zahlreichen anti-inflammatorischen Eigenschaften zugeschrieben.
Interessanterweise konnten Studien auch zeigen, dass eine mit Chemikalien erzielte systemische HO-
1 Aktivierung Adipositas und Diabetes in Miusen und Ratten bessern kann. Diese Daten lassen
vermuten, dass HO-1 eine wichtige Rolle im S&ugerstoffwechsel spielen kénnte. Insgesamt gesehen
sind die gegenwértig verfligharen Daten aber sehr widersprichlich. Alle bisher durchgefiihrten
Studien haben aber schwere Limitationen: (i) die systemische (i.e. nicht organ-/zelltyp-spezifische)
und (i) die nicht HO-1 spezifische Wirkung der verwendeten Chemikalien.

Im vorgelegten Tierversuch planen wir, mit einem konditionalen Mausmodell das Gen HO-1 gezielt in
den reifen Adipozyten der Maus auszuschalten. Dadurch wird es erstmals moglich, die
(patho)physiologische Rolle des Molekiils in der Adipositas und der Entstehung von Typ 2 Diabetes zu
verstehen. Von diesem besseren Verstindnis erwarten wir uns als Nutzen des Tierversuches im
besten Fall auch Grundlagen fiir die Entwicklung neuer Medikamente zur Behandlung dieser stark
zunehmenden Krankheitsbilder.

Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere

Als Versuchstiere werden insgesamt maximal 104 M3use unterschiedlichen Genotyps eingesetzt.

Die Méduse der Versuchsgruppen werden durch Kreuzung des konditionalen HO-1"" Stammes mit
einer Adiponectin-Cre Mauslinie geziichtet. Zur Ziichtung der 104 ménnlichen experimentellen Tiere
werden statistisch insgesamt 345 Tiere benétigt. Da es zu einer leicht abweichenden Verteilung der
Geschlechter und Genotypen bei den Nachkommen kommen kann, werden fiir das Projekt insgesamt
500 Mause veranschlagt.

Angaben Uber die Erfillung der ,3R” (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung).

Vermeidung — Replacement

Ziel der Studie ist es, den Einfluss der Adipozyten-Himoxygenase auf Adipositas und Diabetes zu
studieren. Im Tierreich ist die Himoxygenase-1 nur bei Plazentatieren zu finden. M&use sind die am
niedrigsten entwickelten Tiere, an denen daher die geplanten Versuche vorgenommen werden
kbnnen. Nur im Gesamtorganismus bestehen die komplexen zelluldren und rolekularen Signal-
Netzwerke, welche die Homdostase des Energiestoffwechsels positiv bzw. negativ beeinflussen.
Somit kdnnen komplexe Stoffwechselvorgénge des menschlichen Kérpers wie Typ 2 Diabetes nur in
einem intakten Wirbeltierorganismus simuliert werden, und Zellkulturen das Mausmodell nicht
ersetzen. Daher existieren fur den vorgelegten Tierversuch keine alternativen experimentellen
Ansitze,

Verminderung- Reduction

Um die Variabilitdt der Ergebnisse méglichst gering zu halten, werden alle Versuche standardisiert
durchgefiihrt. Diese Vorgangsweise garantiert nicht nur eine internationale wissenschaftliche
Vergleichbarkeit, sondern erméglicht auch eine Reduktion der Anzahl benétigter Miause.

Unterstiitzt von der Verwendung geeigneter statistischer Methoden hilft diese Vorgangsweise - unter
Einhaltung der gebotenen wissenschaftlichen Sorgfalt - die Anzahl der benétigten Tiere moglichst
gering zu halten. Wo immer mdglich ist die Verwendung von Zell-Kultursystemen geplant, um die in
vivo Effekte auf zelluldrer Ebene zu validieren.

Verbesserung- Refinement
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Die Versuche werden unter moglichst stressfreien Bedingungen und standardisierten durchgefiihrt.
Eine soziale Anreicherung der Umgebung, Nagehdlzer, die Betreuung durch "bekannte" Personen
sowie die Sicherstellung einer moglichst vertrauten Umgebung (Gerdusche, Geriiche, Licht,
Luftfeuchtigkeit) sollen Stress jeglicher Art mdglichst helfen zu vermeiden. Damit einhergehen auch
eine deutlich niedrigere Varianz der Ergebnisse, eine erhéhte Qualitit und somit auch eine
Reduzierung der Anzahl benbtigter Versuchstiere.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Die Andamie der chronischen Erkrankung {ACD), an der viele Krebs- und Rheumapatienten leiden, ist
nach der Eisenmangelanimie die zweithdufigste Blutarmutsform. Bei Patienten, die sich in
stationdrer Behandlung befinden ist sie sogar die hiufigste und fahrt bei den betroffenen Patienten
zu einer deutlichen Verschlechterung der Lebensqualitit. Haufig wurden Patienten, die an einer
Andmie der chronischen Erkrankung litten mit Erythropoietin (EPO) behandelt. Nur zeigt sich leider in
letzter Zeit, dass Erythropoietin vor allem in Tumorpatienten auch deutliche, ungewiinschte
Nebenwirkungen haben kann.

Da in den letzten Jahren durch intensive Forschung ein grosser Wissenzuwachs tiber die zu Grunde
liegenden Mechanismen moglich war, wurden neue Therapiekonzepte erdacht. Diese basieren
hauptséchlich darauf, dass man versucht negative Effekte des aktivierten Immunsystems auf die
Blutbildung zu reduzieren bzw. vermehrt Eisen, das fir die Bildung des roten Blutfarbstoffes
unbedingt nétig ist, vermehrt aus den kérpereigenen Fresszellen zu mobilisieren.

Leider zeigte sich in den letzten Jahren in verschiedenen Laboren, dass viele Mechanismen des
Eisenstoffwechsels in Zellkulturexperimenten die Vorgénge im menschlichen Koérper nicht
widerspiegeln.

Unser Interesse fokussiert sich auf ein Modell der Andmie der chronischen Erkrankung. Die
bisherigen Daten zu diesem Tiermodell zeigen eindeutig, dass es eine groRe Ahnlichkeit mit der beim
Menschen auftretenden ACD aufweist und somit Daten aus dem geplanten Projekt gut auf den
Menschen Gbertragbar sind.

In diesem Projekt wollen wir einen neuen vielversprechenden Wirkstoff testen.

In Zellkulturversuchen konnten wir die potentielle Wirksamkeit zeigen, die moglichen Aussagen sind
aber, aufgrund der oben beschriecbenen Griinde, leider limitiert. Trotzdem helfen die
Zelikulturexperimente, die nétigen Tierzahlen zu reduzieren da die Dosisfindungsexperimente
reduziert werden kénnen.

Insgesamt sind 150 Ratten in diesem {iber 2 Jahre laufenden Projekt vorgesehen.

Auch wird die geplante genaue Datenaufzeichnung zu einer deutlichen Verbesserung der Planbarkeit
bei ev. weiterer Projekte flihren, was dazu beitragen wird, die verwendeten Tierzahlen weiter zu
reduzieren.

Die Tiere werden fachgerecht gehalten und von ausgebildeten Tierpflegern betreut und taglich
beurteilt. Ebenso kiimmert sich ein Tierarzt um das Wohl der Tiere. im Rzhmen des Projektes
erhalten verschiedene Gruppen jeden Tag iiber den oralen Weg das neue Therapeutikum bzw. eine
Kontrolle verabreicht. Diese werden dann miteinander verglichen um ein bessere Verstindnis fiir die
Wirkung des neuen Therapeutikums zu erhalten.

Zusammenfassend soll dieses Projekt helfen die Therapie von Patienten die an einer chronischen
Blutarmut im Rahmen von Krebserkrankungen und Rheuma leiden zu verbessern und damit ihre
Lebensqualitdt zu steigern.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spitestens 31. Mai 2016 vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Angaben iiber die Projektziele, einschlieBlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Das Bronchuskarzinom ist eine der hiufigsten Todesursachen in Europa und eine effiziente Therapie
im metastasierten Stadium der Erkrankung existiert nicht. Der vorliegende Tierversuch hat daher das
Ziel, die Effekte einer Hemmung oder Uberexpression von ANGPTL-4, eines im Tumor
vorkammenden Faktors, zu untersuchen, um dessen Auswirkungen auf das Tumorwachstum und das
Metastasierungsverhalten des Bronchuskarzinoms zu untersuchen. In den Versuchen soll das
Tumorwachstum von Bronchuskarzinomzellen und von einer aus der Maus isolierten, metastatischen
Zelllinie in Nacktmiusen etabliert werden. In weiterer Folge soll das Potential dieser Zellen
hinsichtlich des primaren Tumorwachstums und der Metastasierungsrate untersucht werden. Nach
den Tierversuchen wird das Tumorgewicht bestimmt und es werden RNA/Proteinanalysen und
immunhistochemische Untersuchungen des Tumorgewebes durchgefiihrt. Zur Beurteilung der
Metastasenbiidung sollen zudem die Organe (Lymphknoten, Lunge, Leber, Niere und Hirn)
entnammen und immunhistochemisch bzw. zellbiologisch auf Metastasen untersucht werden. Die zu
erwartenden Resultate sollen das Wissen um die bis dato unklare Rolle von ANGPTL-4 bei Wachstum
und Metastasierung des Bronchuskarzinoms erweitern und idealerweise neue therapeutische
Moglichkeiten bei der Behandlung des Bronchuskarzinoms aufzeigen.

Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere
im vorliegenden Tierversuch werden 234 athymische Nacktméuse verwendet.

Erfillung der "3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Im Sinne der ,,3R" werden die Tiere fiir Untersuchungen fir mehrere Fragestellungen gleichzeitig
verwendet. Es werden sowohl die Auswirkungen auf das Primartumorwachstum und die
Metastasierung des Tumors untersucht. Dadurch kann der Erkenntnisgewinn aus dem Tierversuch
maximiert werden und gleichzeitig die Anzahl der Versuchstiere reduziert werden.

Vermeidung: Eine Vermeidung des beantragten Tierversuchs ist nicht méglich, da die Fragestellungen
nur in vivo zu beantworten sind.

Verminderung: Das verwendete Tiermodell ist ein gut etabliertes und akzeptiertes Tumormodell, das
Versuche unter standardisierten Bedingungen erméglicht, die zu einer Verminderung der Streuung
der Ergebnisse fithren und somit die Zahl der notwendigen Tiere reduziert. Durch die Vorkenntnisse
aus mehreren anderen Tierversuchen, kann die Zahl der Tiere zusétzlich gering gehalten werden, da
die bereits erhobenen Daten flir den vorliegenden Versuch genutzt werden kdnnen.

Verfeinerung: Auf eine allgemein gute Pflege und Behandlung wird geachtet. Die individuelte
Streuung wird durch standardisierte Versuchsbedingungen auf ein Minimum gesenkt, der Stress der
Versuchstiere wird minimal gehalten.
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Zweck des Tierversuchs (gemidR § 5 TVG 2012): Entwicklung und Herstellung sowie Qualitats-,
Wirksamkeits- und Unbedenklichkeitspriifung von Arzneimitteln, Lebensmitteln, Futtermitteln und
anderen Stoffen oder Produkten, wenn dies zur Erreichung derin §52 2 genannten Ziele erforderlich
ist

Ad 1: Die beantragten Tierversuche dienen der Beurteilung von Medizinprodukten und ihren
Bestandteilen hinsichtlich ihres Potentials, eine Irritation und eine Hautsensibilisierung
hervorzurufen. Sie werden nach den Normen der "International Standardisation Organisation (ISO)"
insbesondere der ISO-Norm 10993-10:2010 unter ,Good laboratory Practice (GIP) Bedingungen
durchgefihrt. Im Sinne des Tierschutzes wird auch entsprechend der 1SO-Norm 10993-2:2006
gearbeitet,

Ad 2: Entsprechend der Norm werden zur Priifung auf Irritationen maximal 30 Kaninchen, 250
Méuse {drei unterschiedliche Konzentrationspriifungen, eine Blindprobe und eine positiv-Kontrolle)
und maximal 150 Meerschweinchen fiir den Maximierungstest beantragt.

Ad 3: Eine Vermeidung ist nicht méglich, da die Uberpriifung von Medizinprodukten hinsichtlich
einer moglichen schidlichen Wirkung nach dem Medizinproduktgesetz vor Marktfreigabe im
Tierversuch erfolgen muss. Eine Verminderung der Tierzahl erfolgt insofern, als im Priifverfahren ein
stufenweises Vorgehen vorgeschrieben ist;

* chemische Charakterisierung des Priifmaterials nach 1SO 10993-9/-13/-14/-15/-18

* Lliteraturstudie Gber Bewertung der chem. und physik. Eigenschaften und des Irritations- und
Sensibilisierungspotentials aller Bestandteile

* [In-vitro Priifungen hinsichtlich der Toxizitdt der Priifsubstanzen werden -entsprechend der
ISO-Norm 10993-5 -vor der Priifung im Tiermodell durchgefiihrt.

* |n-vive-Tierversuche
¢ Klinische Studien

Eine Verfeinerung wird durch das klinische Monitoring durch erfahrenes und zertifiziertes Personal

mit definierten Abbruchkriterien erreicht. Die Haltung der fiir diese Priifungen verwendeten Tiere
erfolgt unter standardisierten Bedingungen.

2014/Q1 Seite 25



Nichttechnische Projektzusammenfassung (gemdR § 31 TVG 2012)

1. Angaben (bet Projektziele, einschlieBlich zu erwartender Schaden und Nutzen -Text hier eingeben
Ziel dieses Projektes ist die Erforschung der Rolle der Perizyten in der diabetischen Retinopathie mit
Hilfe eines Perizyten spezifischen Reportergens in einer transgenen Maus. In den transgenen Mausen
wird durch eine Streptozotocin Injektion Typ 1 Diabetes erzeugt. Zum Zeitpunkt der Diabetes
Induktion werden auch die Zielzellen {Perizyten) markiert und ihr Zellschicksal (Apoptose, Migration,
Differenzierung) wihrend dem Fortschreiten der diabetischen Retinopathie iiber Reporterproteine
verfolgt und untersucht. Durch diese engmaschige Untersuchung der Perizyten im Xrankheitsverlauf
der diabetischen Retinopathie, soll ein otpimaler Zeitpunkt fir eine medikamentése Intervention
definiert werden und mit protektiven Substanzen das Uberleben der Perizyten verbessert sowie das
Regenerationspotential stimuliert werden. Ein Reduktion des retinalen Perizyten Verlustes in der
diabetischen Retinopathie stabilisiert die Mikrozirkulation, verbessert die Durchblutung der Retina
und verhindert damit ein Fortschreiten des Visusverlustes. Im Zuge der Untersuchungen wird der
EinfluR einer verinderten Perizyten Abdeckung auf die Durchblutungsregulation in der diabetischen
Maus in vivo gemessen.

2. Art und Anzahl der Tiere -Text hier eingeben

Fiir die Untersuchungen werden transgene Mause des C578L/6 Stammes verwendet. Mit Hilfe dieser
transgenen Tiere kann die Funktion, Migration, Apoptose sowie Differenzierung der Perizyten
wihrend der diabetischen Retinopathie zu definierten Zeitpunkten durch eine induzierbare Cre
Rekombinase studiert werden. Die drei Fragestellungen des Projektes werden sequentiell bearbeitet
und innerhalb von 2 Jahren sollen 216 transgene Miuse untersucht werden.

3. Erfiillung der ,,3R” (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung) -Text hiereingeben

Mit Hilfe dieses transgenen Mausmodels wird es uns moglich sein, Perizyten zum Zeitpunkt der
Diabetes Induktion zu markieren {eGFP Reporterprotein) und ihr Verhalten im Krankheitsverlauf der
diabetischen Retinopathie zu studieren. Durch die Verwendung dieser speziellen trangenen Maus und
einem etablierten Model zur Induktion des Diabetes Typ | werden Daten generiert, die die Definierung
eines optimalen Zeitpunktes fiir eine medikamentSse Intervention, um den Perizyten Verlust
abzuwenden, erméglichen. Im humanen Auge kénnen nur Endpunkte des PC Verlustes nach dem Tod
des Patienten untersucht werden. Obwohl GefdBaussackungen, Neovaskularisierungen, Entblutungen
und ein verinderter BlufluR in humanen Patienten visualisiert und untersucht werden kénnen, ist die
Darstellung von PC und deren Einfluf auf die Durchblutungsregulation in vivo nicht moglich.
vielversprechende protektive Substanzen, die einem Verlust der PCim Kapillargebiet entgegenwirken,
kénnen nicht am Menschen getestet werden, sondern missen zuerst im Tiermode! validiert werden.
Nachfolgend  beschriebene  Untersuchungen  (Messung  der Durchblutungsregulation,
Immunhistochemische Analysen der PC im Verlauf der DR) werden sequentiell im gleichen Tier
durchgefiihrt und damit die Anzahl der Tiere minimiert.

2014/Q1 Seite 26



Zweck des Tierversuchs {gemaR § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Vorbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

Projektziele:

Metastasierung ist der wesentliche Prozess im Fortschreiten einer bosartigen Tumorerkrankung. Die
Untersuchung von Mechanismen, die im Rahmen der Metastasierung eine Rolle spielen, ist
wesentlich fiir das Verstehen von bésartigen Erkrankungen und fiir die Entwickiung neuer
Therapien. Schritte der frithen Metastasierung werden in einem syngenen Tumormodel! in
transgenen und nicht transgenen Mausen studiert. Das Hauptaugenmerk der Experimente liegt auf
der Wanderung von Tumorzellen sowie der Interaktion mit Entziindungszellen des Wirtsgewebes.

Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere:
374 Mause mit unterschiedlichem Genotyp. Davon sind 152 transgene und 222 nicht transgene
Mause

Angaben Uber die Erfilfung der ,3R” {(Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Vermeidung: Aufgrund der biologischen Komplexizitit nur in vivo méglich, die in vitro Méglichkeiten
wurden ausgeschépft.

Verminderung: Die Anzahl der Tiere bewegt sich am unteren Rand fiir eine addquate statistische
Analyse und wurde durch Berechnung der Sample Size ermittelt.

Verfeinerung: Auf eine allgemein gute Pflege und Behandlung wird geachtet. Die individuelle
Streuung wird durch standardisierte Versuchsbedingungen auf ein Minimum gesenkt. Die
verwendeten transgenen Tiere besitzen eine kiar definierte genetische Veranderung, die die Tiere
nicht beeintrachtigt.
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Zweck des Tierversuchs (gemaf § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben {iber Projektziele, einschlieBlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Versuche am isolierten Herzen sind fiir die kardiovaskulire, hamodynamische sowie die
pharmakologische Forschung seit Jahrzehnten etabliert. Es ist nétig, Kenntnisse {liber die
Mechanismen des strominduzierten Herzkammerflimmerns bei Frequenzen ungleich 50 Hz und
Signalgemischen zu erlangen. Dies dient einerseits dem tieferen Verstindnis der Vorgdnge beim
Herzkammerflimmern {Verifikation und Vertiefung der Spiral-Wave-Reentry Theorie), andererseits
passt man den Wissensstand beziiglich des Gefihrdungspotenzials des elektrischen Stromes an
heutige (elektronikdominierte Verbraucher) Technologien an. .
Ausgehend von grundlegenden Experimenten an isolierten Tierherzen, sollen iiber physiclogisch
fundierte Schlussfolgerungen, durch disjunkte theoretische Ansétze konvergente Aussagen {iber die
Wahrscheinlichkeit des strominduzierten Herzkammerflimmerns moglich werden.

Erstes Ziel ist die Ermittlung der Flimmerschwellen am isolierten Kaninchenherzen beziiglich Strom,
Spannung, Durchflutungsvektor und Frequenz auf einem international  anerkannten
wissenschaftlichen Niveau, welches auch nachfolgenden, zukiinftigen Forschungsvorhaben dienlich
ist. In Folge soll ein funktionaler Zusammenhang {mathematisches Modell) zwischen exogenen
Erregungen und der Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von Herzkammerflimmern hergestellt
werden,

Im Rahmen dieser Studie sollen Kaninchen in Vollnarkose die Herzen (Organentnahme} entnommen
und an eine Isolierten-Herz-Apparatur angeschlossen werden, um durch einen elektrischen Stimulus
induziertes Kammerflimmern standardisiert untersuchen zu kénnen. ("Keine Wiederherstellung der
Lebensfunktion").

2. Art und Anzahl der Tiere
Kaninchen: 126

3. Erfiillung der ,,3R” (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Das Versuchssetup sowie das Protokoll mit Kaninchenherzen sind international etabliert und
erlauben eine standardisierte Untersuchung der Fragestellung. Fir den Erhalt aussagekraftiger
Resultate ist die VersuchsgréRe basierend auf einer Fallzahlberechnung so gering wie maoglich
kalkuliert. Durch Standardisierung aller Haltungs- und Versuchsbedingungen und genaue
Versuchsplanung soll eine méglichst geringe Streuung der Versuchsergebnisse erzielt werden.
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Nichttechnische Projektzusammenfassung (gema@ § 31 TVG 2012)

1. Angaben {iber Projektziele, einschlieRlich der zu erwartende Schaden und Nutzen

Das Ziel dieser Studie ist die Evaluierung von Trans-Splicing Molekiilen in einem “"Selbstmord”-
Gentherapie-Ansatz zur Behandlung von Plattenepithelkarzinomen - bei Epidermolysis Bullosa
Patienten im Mausmodell. Rezessive dystrophe Epidermolysis Bullosa (RDEB) ist eine erblich bedingte
Erkrankung, die zu massiven Blasenbildungen innerhalb der Basalmembranzone (BMZ) der Haut und
der Schleimhdute fithrt, Neben der massiven Blasenbildung weisen RDEB Patienten ein erhéhtes
Krebsrisiko auf und kénnen bereits in jungen Jahren ein aggressives Plattenepithelkarzinom
{Squamous cell carcinoma, SCC) entwickeln. Bis dato gibt es keine erfolgreichen Chemo-oder
Strahlentherapien und aufgrund des erhéhten Potentials zur Metastasierung miissen die Tumore in
chirurgischen Eingriffen groBftichig entfernt werden. Deshalb ist es notwendig neue und molekular
geleitete Verfahren zu testen um eine erfolgreiche Therapie fiir diese Patientengruppe zu entwickeln.
Durch die Verwendung von Spliceosome mediated RNA Trans-splicing (SMaRT)}, kénnen wir das
Suizidgen "Thymidinkinase” selektiv in Krebszellen exprimieren. Auf diese Weise sollte ausschlieRlich
Tumorzellen auf Behandlung mit Ganciclovir getétet werden. Bemerkenswerterweise haben wir dies
bereits experimentell in vitro bekréftigt, Der nichste notwendige Schritt ist die Evaluierung der
Wirksamkeit dieser Behandlungsstrategie in vivo mittels Mausmodellen, da dies die
Grundvoraussetzung fiir eine sichere Studie im menschlichen Kérper ist.

Zu erwartender Nutzen: Entwicklung von neuartigen therapeutischen Moglichkeiten fiir diese
aggressive Krankheit.

Zu erwartender Schaden: Ein Schaden fir die Versuchstiere (Schmerzen, Leiden, etc.) wird durch
Anisthesie und optimale Haltungsbedingungen vermieden. Der Tierversuch endet mit dem Tod der
Tiefe zum Zwecke der Biopsieentnahme fiir die histologische Auswertung.

2. Art und Anzahl der Tiere

Art: CB17-Prkdc™/lerlcoCrl (strain code 236) oder Crl:SHO- Prkdc™ Hr™ (strain code 474)

Anzahl: Gesamt 50 Tiere

3. Erfullung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Wir, der Projektleiter und die an der Durchfiihrung beteiligten Personen, sind uns der 3R-Regel
bewusst (Replacement, Refinement Reduction; Russell und Burch, 1959). Bei der Planung und
Konzeption des Tierversuches hatte das Wohl der Labortiere denselben Stellenwert wie der
erfolgreiche Ausgang der Studie. Im Hinblick auf die 3R-Regel kommen wir zu folgender Feststellung:

Replacement: Forscher sollten immer Methoden wihlen die auf Tierversuche verzichten sofern es fiir
die Erlangung des wissenschaftlichen Zieles méglich ist. Im priklinischen Entwicklungsgang von neuen
Therapieansétzen ist das Sammeln von Informationen fir die Evaluierung von Wirksamkeit und
Sicherheit durch Studien in Tieren essenziell, da dies die Grundvoraussetzung fiir eine sichere Studie
im menschlichen Korper ist. Um die Wirksamkeit der "Selbstmord"Gentherapie richtig zu testen, sind
daher Experimente mit lebenden Tieren erforderlich. Fiir den vorliegenden Tierversuch gibt es daher
keine in Frage kommenden Ersatzmethoden.

Reduction: Experimente sollten so entworfen sein, dass ein vergleichbarer Level an Information von
der geringstmdglichen Anzahi an Tieren erreicht werden kann oder dass mehr Erkenntnisse von der
gleichen Anzahl an Tieren erlangt werden kénnen. Wir haben uns dazu entschieden, eine in vivo
Detektionsmethode anzuwenden, da dies den Vorteil einer Uberwachung der gleichen Gruppe an
Mausen Uber einen Idngeren Zeitraum bringt. Dadurch wird die Anzah! an benétigten Mausen bei
einem gleichbleibenden Informationsgrad reduziert. Wir haben versucht die Anzah! der bendtigten
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Mause mittels folgenden MaRnahmen so gering wle méglich zu halten: (1) Sorgsame Definition
unserer Ziele, (2) Effizienter Entwurf des Experiments um die definierten Ziele klar erreichen zu
kénnen und eine Wiederholung der Experimente auf Grund von unklaren Resultaten zu vermeiden,
und (3) Verwendung der gleichen Tiere fiir die Abklarung mehrerer Ziele.

Refinement: Die Belastung fir das Labortier soll auf das unablissige MaR vermindert werden. Wir
gewihrleisten diese Forderung durch (1} Artgerechte und tierschutzkonforme Unterbringung der
Tiere wihrend der gesamten Dauer der Studie,

{2) Sachkunde der beteiligten Personen, (3) Optimale Operationstechniken und (4) Optimale post-
operative Betreuung, einschlieBlich exakter Anwendung von méglichst schmerzioser Endpunkte.
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Zweck des Tierversuchs (geméR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben (ber die Projektziele, einschlielich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Das menschliche Immunsystem schiitzt uns vor Krankheitserregern und Fremdstoffen. Die
Immunantwort muss aber sorgfiltig reguliert werden, da Fehlreaktionen des Immunsystems die
Ursachen vieler Erkrankungen, wie z.B. chronische entziindliche Erkrankungen oder
Autoimmunerkrankungen, sind. Um die Ursachen von immunologischen Fehlreaktionen besser
verstehen zu kdnnen, werden die grundlegenden Prozesse untersucht, die der Regulation der
Immunantwort zugrunde liegen. Dadurch soll es auch méglich sein, neue potentielle Therapieansitze
aufzuzeigen.

2.Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere
1232 Méuse unterschiedlichen Genotyps

3.Angaben Gber die Erfillung der ,,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung).

Zur Vermeidung von Tierversuchen werden die Untersuchungen und Experimente in
Zellkultursystemen durchgefiihrt. Der wesentliche Teil der Studie erfolgt in-vitro, wofiir jedoch
lebendes Gewebe und Zellen von M3usen unterschiedlichen Genotyps erforderlich sind. Die
Ergebnisse dieser sogenannten "in vitro" Systeme bilden dann die Grundlagen fiir weitere
experimentelle Fragestellungen. Diese miissen dann zum Teil auch in einem Tiermodell durchgefiihrt
werden miissen, da der Immunantwort komplexe zelluldre Interaktionen zugrunde liegen, die nicht
ausschlieBlich in Zellkulturmodellen untersucht werden kénnen. Die Experimente zur Untersuchung
von immunreaktionen "in vivo" sind so geplant, dass ein mogliches Leiden der Tiere und die Anzahl
an bendétigten Tieren durch mehrere MaRnahmen reduziert werden:

{1)Alle Tiere werden unter standardisierten Bedingungen (geregelter Lichtzyklus, Luftfeuchtigkeit,
Temperatur) in einem sogenannten "enriched environment" (Papierrollen im Kéfig um den Mausen
einen Unterschlupf zu erméglichen, etc.) gehalten.

(2))edes  Experiment wird unter standardisierten und  international  anerkannten
Versuchsbedingungen durchgefiihrt, und die experimentellen Schwankungen zu reduzieren. Damit
wird sichergestelit, dass, bei gleichzeitiger Einhaltung der notwendigen wissenschaftlichen Sorgfalt,
die Tierzah! so niedrig wie méglich gehalten werden kann.

(3)Falis es notwendig ist, wird auch eine Narkose oder Analgesie durchgefiihrt.

(4)Die Tiere werden wihrend der Haltung und wihrend eines Versuches regelmiBig beobachtet und
fir jeden experimentellen Ansatz werden auch klare Abbruchkriterien definiert, um unnétige
Schmerzen und ein Leiden der Tiere zu vermeiden.
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Nichttechnische Projektzusammenfassung (gemaR § 31 TVG 2012)

1. Angaben (iber Projektziele, einschlieRlich zu erwartender Schaden und Nutzen
Die Entwickiung und Funktion von B-Zellen wird stark von ihren Interaktionen mit dem
lymphoiden Mikromilieu beeinflusst, indem dies zu Zeliaktivierung, Zellvermehrung und
Zellentwicklung fithren kann. Diese Interaktionen und das gezielte Einwandern von B-Zellen in
lymphatische Qrgane, das sogenannte Homing, ist abhidngig von einer Vielzahl von
Adhisionsmolekiilen und daran gekoppelten signalvermittelnden Proteinen. Unsere
Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass das Adh3sionsmolekiil VLA-4 eine essentielle Rolle fir
die Infiliration der CLL Zellen in das Knochenmark spielt und dariiber hinaus auch als
prognostischer Faktor zur Vorhersage des Krankheitsverlaufes geeignet ist. Integrin-linked Kinase
{ILK) Ist ein Signalmolekil, das sich unterhalb von VLA-4 befindet und dieses mit dem Zytoskelett
und mit Proliferation-und Differenzierungs-induzierenden Signalwegen verbindet. Es wurde
bereits in einer Vielzahl von Krebsarten gezeigt, dass die erhdhte Expression von LK zu einem
onkogenen Phinotyp fihren kann. Die Funktion und Rolle von ILK in gesunden sowie in malignen
B-Zellen wurde bisher noch nicht untersucht und ist demnach Forschungsgegenstand dieser
Studie. In dieser Arbeit werden wir untersuchen, ob und mit welcher Funktion ILK an der
gesunden B-Zell Reifung beteiligt ist. Die Ergebnisse der gesunden B-Zellen werden es uns
erlauben, gezielte Untersuchungen im Leukdmie-Mausmadell durchzufithren, deren Ergebnisse
sum besseren Verstindnis der Entwicklung der Krankheit aber auch zu einer méglichen
Behandlungsstrategie beitragen kénnen.

2. Art und Anzahl der Tiere
Insgesamt suchen wir um Erlaubnis an, 370 Mause In dieser Studie zu verwenden. Die im
folgenden Abschnitt angegebene Anzahi an Tieren wurde statistisch ermittelt unter
Beriicksichtigung vergleichbarer publizierter Experimente und Methoden. Zur Etablierung der
benbtigten Kreuzungen und Zucht der bendtigten Mause veranschlagen wir 140 C57Bl/6 Mduse.
Zur Analyse der B-Zell-Entwicklung, des Adhésions-und Homingverhaltens von gesunden B-Zellen
mit bzw. ohne ILK Expression benétigen wir 79 C57BL/6 Mause aus eigener Zucht, Um die Rolle
und Funktion von ILX in CLL Tumorzellen auf die Chemosensitivitit und auf das Adhision- und
Homingverhalten zu analysieren bendtigen wir 151 C57B1/6 Méuse.

3. Erfullung der ,,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung) Wir, der Projektleiter und die
an der Durchfihrung beteiligten Personen, sind uns der 3R Regel (Replacement, Refinement,
Reduction; Russell und Burch, 1959} bewusst und behalten diese bei der Planung und
Durchfilhrung der Experimente stets im Hinterkopf. Darliber hinaus haben bei uns das
Wohlergehen und der Zustand der Tiere einen genauso hohen Stellenwert wie der Ausgang der
Experimente bzw. der Studie. Replacement: In der Forschung sollte allgemein auf die Verwendung
von Tierversuchen verzichtet und soweit méglich sollten andere Methoden gewahlt werden. Die
Grundlage zur Entwicklung von neuen Therapieansitzen ist Jedoch die Gewinnung von
informationen zur Krankheitsentstehung und zum Krankheitsverlauf, die im Falle der CLL stark
vom Einfluss des Mikromilieus abhingig sind. Dariiber hinaus handelt es sich bei in vitro Ansitzen
um Momentaufnahmen eines eher spiten Krankheitszeitpunkts, der nicht die Tumorentstehung
und den Krankheitsverlauf wiedergeben kann. Aus diesen Grilnden sind Tiermodelle essenziell,
um den Verlauf einer Krankheit zu verfolgen. Um Grundlagenforschung mit Fokus auf die
Entstehung und auf frihe und potentielle Therapieansatzpunkte durchfiihren zu kGnnen, sind
Experimente mit lebenden Tieren notwendig. Fiir die hier vorliegenden Tierversuche gibt es daher
keine in Frage kommenden Ersatzmdglichkeiten. Reduction: Experimente sollten so ausgelegt
werden, dass ein Maximum an Erkenntnissen aus der geringstmoglichen Anzahl von Tieren
erreicht wird. Wir haben versucht, die Anzahl der bendtigten Mause mittels folgenden
MaRnahmen so gering wie mdoglich zu halten: (1) sorgsame Definierung unserer Ziele, (2)
effizienter Entwurf des Experiments, um die definierten Ziele klar erreichen zu kénnen und eine
Wiederholung der Experimente auf Grund von unklaren Resultaten zu vermeiden und (3)
Verwendung der Zellen des selben Tieres far das in vitro Studium weiterer Aspekte. Die
kalkulierte Anzahl an Miusen basiert auf bereits publizierten Daten vergleichbarer Studien,
experimentelle Erfordernisse und unsere Erfahrungen. Refinement: Die Belastung fir das
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Versuchstier soll (iber den gesamten Verlauf der Haltung und Beobachtung auf das geringste MaR
vermindert werden. Wir gewdhrleisten diese Kriterien durch 1} artgerechte und
tierschutzkonforme Unterbringung der Tiere wihrend der gesamten Dauer der Studie, 2) tagliche
Kontrolle des Gesundheitszustandes und 3) die Sachkunde der beteiligten Personen.
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Zweck des Tierversuchs (gem3B § 5 TVG 2012} Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Vorbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

1. Angaben iiber Projektziele, einschlieflich zu erwartender Schaden und Nutzen

Das vorliegende Versuchsvorhaben soll kldren, in welchem Umfang bei der Strahlentherapie von
Tumoren im Kopf-Hals-Bereich eine Gabe von Heparin oder Dermatan-Sulfat die klinische
Ausprigung von friilhen Nebenwirkungen an der Mundschleimhaut vermindern kann. Dies wiirde die
Belastung der Patienten vermindern und die Heilungsaussichten durch Vermeidung von
Behandlungsunterbrechungen signifikant verbessern. Die Strahlenreaktion der Mundschleimhaut ist
eine der wichtigsten frithen Nebenwirkungen der Radio(chemo)therapie im Kopf-Hals-Bereich. Sie
beeintriichtigt massiv die Lebensqualitit der Patienten und erzwingt wegen der Schmerzhaftigkeit
und der damit verbundenen Behinderung der Kommunikation und der Nahrungsaufnahme héufig
eine Unterbrechung der Behandlung. Hierdurch vermindern sich die Heilungschancen drastisch.
Betroffen ist eine groRe Anzahl an Patienten; in Osterreich wurden 2010 mehr als 1100 Kopf-Hals-
Tumoren neu diagnostiziert. Die soziobkonomischen Konsequenzen der Nebenwirkungen der
Therapie sind duBerst relevant. Die Entstehung der Schleimhautnebenwirkungen hangt ursichlich
mit Verinderungen in der lokalen Entziindungs-und Durchblutungssituation zusammen. Deshalb soll
die entziindungs-und gerinnungshemmende Wirkung von Heparin {unfraktioniert/niedermolekular}
und des Heparinanalogon Dermatan-Sulfat {mit unterschiedlichen Wirkschwerpunkten) auf die
Strahlenreaktion der Mundschleimhaut im Tiermodell charakterisiert werden.

2. Art und Anzah! der Tiere
Alle Versuche sollen an Miusen des Inzucht-Stammes C3H/Neu durchgefilhrt werden. Es sind
insgesamt 1615 Tiere vorgesehen,

3. Erfillung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Vermeidung: For die vorliegenden Untersuchungen zu funktionellen Nebenwirkungen einer
Strahlentherapie beim einzelnen Tier im zeitlichen Verlauf sind Tierversuche unerlisslich. Die
Entstehung der Strahlenreaktion der Mundschleimhaut ist durch die Abfolge bestimmter
Verinderungen in allen Gewebsschichten, aber auch durch die Interaktion (z. B.
Entziindungsreaktion, Durchblutung) mit dem Gesamtorganismus charakterisiert. Derartige Prozesse
sind mit alternativen in-vitro oder ex-vivo Systemen nicht nachzustellen.

Verminderung: Das vorliegende Versuchsvorhaben erfolgt auf der Basis einer eingehenden
biometrischen Planung. Alle Experimente, Tiergruppen und GruppengroBen sind auf das absolut
notwendige MaR beschrinkt, jedoch andererseits zum Erreichen des Versuchszieles unerldsslich, Die
groRtmogliche Standardisierung der Experimente (z. B. Inzucht-Tierstamm, Alter der Tiere) erlaubt
eine Minimierung der Tierzahlen.

Verbesserung: Alle Experimente erfolgen an einem seit vielen Jahren etablierten und akzeptierten
Tiermodell. Die Bestrahlung der Mundschleimhaut ist nicht mit Schmerzen verbunden. Fir die
vorgesehenen Testsubstanzen sind in der geplanten Dosierung keine Nebenwirkungen zu erwarten.
Die Strahlenreaktion der Mundschleimhaut ist, soweit dies gemdR anerkannter
veterinrmedizinischer Kriterien erkennbar ist, im verwendeten Tiermodell schmerzfrei. Mit allen
genannten MaBnahmen wurde den ,3R" in optimaler Weise Rechnung getragen.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Ad 1: Die Prognose von Patienten mit metastasiertem Melanom ist nach wie vor sehr unginstig.
Umso wichtiger erscheint daher neben der Friiherkennung die Vorbeugung. Ein wesentliches
Problem bei der Vorbeugung ist jedoch, dass die Ursachen des Melanoms noch nicht hinreichend
verstanden werden, inshesondere ist der Zusammenhang zwischen der Sonnenexposition mit einer
Kombination von Ultraviolett (UV)-und InfraRot (IR)-Strahlung) und der Melanomentstehung unklar.
Obgleich der Grofiteil der auf die Erdoberfliche treffenden solaren Energie Infrarote Strahlung
darstellt, ist iiber deren Wirkung auf die Haut relativ wenig bekannt. Rezente eigene in vitro
Experimente unter Verwendung primdrer humaner Melanozyten weisen darauf hin, dass auch in
Melanozyten durch IRA die UVR-induzierte Apoptose gehemmt wird Ziel der geplanten Pilotstudie ist
die Kldrung der Frage, ob Infrarote Strahlung im Zusammenspiel mit ultravioletter Strahlung einen
Einfluss auf das Mutationsmuster bei der Melanomentstehung hat.

Ad 2: 143 C57BL/6 Mduse unterschiedlichen Alters sollen einer Kombination aus zwei etablierten
Bestrahlungsprotokollen mit Infraroten (IR) und ultravioletten Strahlung (UVR) ausgesetzt werden

Ad 3: Diese Studie ist nur im Tiermodell moglich, da untersucht werden muss, ob im lebenden
Organismus IR im Zusammenhang mit UVR die Entstehung von Melanomen begiinstigt. Die
Versuchstieranzahl wird méglichst gering gehalten durch Reduzierung der Streuung, welche durch
standardisierte Tierhaltung und Versuchsbedingungen erreicht wird. Durch die Bestrahlungen mit IR
und UVR sind auBer einer leichten Warmeentwicklung keine Unannehmlichkeiten fiir die Tiere zu
erwarten.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundliagenforschung

Ad 1.: Durchtrennung eines peripheren Nervs fiihrt zum Untergang des distalen {entlegenen)
Nervenanteils. Verbindet man die durchtrennten Nervenenden jedoch rechtzeitig wieder
miteinander, kénnen von zentral kommende, regenerierende Nervenfasern liber die Nahtstelle
wieder ihr peripheres Zielorgan (z.B. Muskel) erreichen und reinnervieren. In vielen Fillen ist jedoch
die direkte Naht der durchtrennten Nervenenden aufgrund des lokalen Gewebeschadens nicht
mdglich; dann sind entweder Nerventransplantationen, oder so genannte Nerventransfers
therapeutische Optionen. Das vorliegende Projekt widmet sich einer relativ neuen und wenig
beforschten Nerventransfer-Technik: dem sogenannten "Reverse End-to-Side- (RETS)
Nerventransfer”, eine Technik die vor allem bei inkompletten Nervenschédigungen von Interesse ist.
Dabei wird ein benachbarter Spendernerv durchtrennt und seitlich an den in Kontinuitét helassenen
Empfingernerv gendht. Die internationale Datenlage zu dieser Technik ist uRerst sparlich und
wichtige Fragestellungen milssen geklart werden, ehe diese Nerventransfer-Technik fir den
klinischen Einsatz empfohlen werden kann. in der vorliegenden Studie soll diese Technik und der
Nervenregenerationsprozess in vivo am Tiermodell gepriift und evaluiert werden.

Ad 2.: 140 Sprague-Dawley-Ratten.

Ad 3.: Angaben (ber die Erfitlung der ,3R”

Um den Nervenregenerationsprozess nach Durchfithrung eines RETS-Nerventransfers exakt
untersuchen zu kénnen, sind spezifische Nervenférbungen erforderlich. Diese kdnnen nur am
lebenden Organismus durchgefiihrt werden, da die Farbstoffe durch aktive Stoffwechselprozesse
entlang der lebenden und durchbluteten Nervenenden/-stiimpfen zum Riickenmark transportiert
werden miissen. Das spezifische Firbemuster im Riickenmark erlaubt wichtige Rickschliisse auf
Regenerationsart und -muster, sowie die Unterscheidung zwischen sensorischen und motorischen
Neuronen. Dieses retrograde Labeling zeigt eine gewisse Spezies-Abhangigkeit, wobei der aktive
neuronale Farbstofftransport in Sprague-Dawley-Ratten besonders gut funktioniert und mit bislang
publizierten internationalen Studien verglichen werden kann.

Die einzelnen Gruppen wurden auf die minimal erforderliche Tierzahl reduziert, bei gleichzeitig
akzeptabler Standard-Abweichung (PowerAnalysis). Standardisierte Tierhaltung und
Versuchsbedingungen sollen die Streuung minimalisieren. Die operativen Eingriffe werden durch
einen erfahrenen Operateur durchgefilhrt und erfolgen unter Vollnarkose mit postoperativer
Analgesie. Die Tiere werden engmaschig auf Zeichen von Stress, Schmerz und Wundinfektion
kontrolliert, um Krankheitszeichen, Schmerzen Lind jegliche Verschlechterungen des
Allgemeinzustandes der Tiere friihzeitig erkennen und ggf. behandeln zu kdnnen.
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Nichttechnische Projektzusammenfassung (gemiR § 31 TVG 2012)

Angaben dber Projektzielee, einschiiefilich zu erwartender Schaden und Nutzen -Text hier eingeben
Verletzungen des zentralen Nervensystems (ZNS) kénnen bis dato nicht geheilt werden. Die
Behandlungsmdglichkeiten sind limitiert und darauf beschrinkt die Entziindungsreaktion und
Schwellung zu minimieren um noch intakte Nervenfasern zu schiitzen. Die Regeneration der
geschidigten Axone steht im Mittelpunkt der weltweiten Forschungstitigkeit. Uber einen positiven
EinfluB von GefaRneubildungen auf die axonale Regeneration wurde in einigen Studien diskutiert.
Periyzten bilden gemeinsam mit Endothelzellen die Mikrovaskulatur der Gewebe und werden
aufgrund ihrer Fahigkeit in andere Zelitypen differenzieren zu kinnen, als Zielzellen far regenerative
Ansétze untersucht. Ziel dieses Projektes ist es den EinfluR und die Beteiligung der Perizyten an der
Wundheilung im Sehnerv nach Lision zu erforschen. Im Mittelpunkt steht dabel die Wechselwirkung
der Perizyten mit den GefiRen und deren Differenzierungspotential/Multipotenz in der Wundheilung
und dem RegenerationsprozeB der Axone. Die aus der Studie gewonnen Erkenntnisse tragen zu einem
verbesserten Versténdnis der Wundheilung nach ZNS Verletzungen bei und die Beteiligung der bisher
nur wenig erforschten Perizyten wird eingehend untersucht. Mit der zweiten Fragestellung des
Projektes wollen wir mit Hilfe des transgenen DCX-dsRed Rattenmodels aktivierte neuronale
Vorlauferzellen nach Lision des Sehnervs identifizieren und in weiterer Folge deren Auswirkung auf
die axonale Regeneration untersuchen. Durch die Identifizierung von neuronalen Vorliduferzellen, die
aufgrund der Sehnervenlasion zusétzlich aktiviert werden, sollen retinale Zellen erforscht werden, die
einem Ganglienzellveriust  entgegenwirken bzw. die Regeneration dieser beeinflussen
(stimulieren/inhibieren} kénnen. Um die beiden Fragestellungen zu beantworten werden zwei
verschiedene Arten der Sehnervldsion angewendet: 1) Teil-Transektion und 2} eine Quetschung des
Sehnerv.

Art und Anzahl der Tiere -Text hier eingeben Fiir die beantragten Versuche sind 40 adulte weibliche
und ménnliche transgene DCX-dsRed F344 Ratten eingeplant. Durch die Verwendung des transgenen
Doublecortin  {DCX)-dsRed Rattenmodels ist es uns méglich endogen markierte neuronale
Voriduferzellen zu visualisieren. Das dsRed Reporterprotein wird durch die Aktivierung des DCX
Promoters spezifisch in aktiven Zelten hergestellt und ermoglicht so eine Identifizierung DCX positiver
Zellen nach Lision des Sehnervs.

Erfillung der ,,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung) -Text hier eingeben

Mit Hilfe des in diesem TVA beschriebenen transgenen DCX-dsRed Rattenmodels wird es uns méglich
sein, zwei Fragestellungen gleichzeitig zu beantworten. Das erste Projektziel beinhaitet die
Untersuchung nach Sehnervldsion aktivierter neuronalen Vorliuferzellen. Durch die Identifizierung
von nach Lision aktivierten neuronalen Vorlduferzellen sollen neue Zelltypen definiert werden, die
das Potential besitzen an regenerativen Prozessen teilzunehmen, den neuronalen Verlust zu
minimieren und mdglicherweise die Funktion geschadigter Neuronen zu {ibernehmen. In unserer
zweiten Fragestellung wird der EinfluR von Perizyten an der Wundheilung im Sehnerv nach Lision
erforscht. Im Mittelpunkt steht dabei die Wechselwirkung der Perizyten mit den Gefifien und deren
Differenzierungspotential/Muftipotenz in der Wundheilung und dem Regenerationsprozel der Axone.
Mit Hilfe unserer Erkenntnisse wollen wir zu einem verbesserten Verstindnis der Wundheilung nach
ZNS Verletzungen beitragen und die Beteiligung der bisher nur wenig erforschten Perizyten in den
Mittelpunkt riicken. Die im Projekt vorgeschlagene Experimente dienen der Grundlagenforschung und
kdnnen im Menschen nicht durchgefihrt werden. Um die axonale Regeneration und den Verlauf der
Wundheilung zu studieren ist die Verwendung von Versuchstieren unumgdnglich. Substanzen die
einem Verlust der retinalen Ganglienzellen entgegenwirken und MaRnahmen zur Regeneration der
Nervenzenen (Axone) kdnnen nicht am Menschen getestet werden, sondern miissen vorab im
Tiermodel validiert werden. Die im Projekt geplanten Untersuchungen zur Wundheilung nach
Sehnervldsion, solien die Rolle der Perizyten in der Wundheilung im ZNS erforschen und damit
Ansatzpunkte fiir die nachfolgende Regeneration der Axone der retinalen Ganglienzeilen bieten. Die
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Experimente und zielen darauf ab einerseits neue Erkenntnise bzgl. der Beteiligung von Perizyten an
der Wundheilung und axonalen Regeneration zu erhalten und andererseits durch die Verwendung des
transgenen DCX-dsRed Rattenmodels nach Ldsion aktivierte neuronale Vorlduferzellen zu
identifizieren. Seide Fragestellungen kénnen in ein und demselben Versuchstier untersucht werden
und stellen dadurch eine Minimierung der Anzahl der Versuchstiere dar.
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Zweck des Tierversuchs (gemdRB § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben Uber Projektziele, einschlieRlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Die Fokal segmentale Glomerulosklerose (FSGS) bezeichnet eine Gruppe von chronischen
Erkrankungen der Niere, die unbehandelt in der Mehrzahl der Fille zu komplettem Nierenversagen
fihrt. ATOHS ist ein Transkriptionsfaktor in den Podozyten und ist in bestimmten FSGS-Patienten
verringert. Dieser Verlust von ATOHS korreliert mit einem Verlust ven Nephrin und Synaptopodin.
Wir konnten zeigen, dass die ATOHS8-Expression in Miusen mit miR-193a-Uberexpression stark
zuriickgeht und dass ATOHS8 direkt von miR-193a reguliert wird. Dementsprechend wollen wir die
Hypothese lberpriifen, ob ein Knock-out von ATOHS in Podozyten in vivo zu FSGS filhrt. Das weitere
Ziel ist, den zugrunde liegenden Signalweg aufzukldren. Die Uberpriifung einer FSGS in vivo erfolgt
iber das Albumin:Creatinin-Verhéltnis. Dadurch kann volumenunabhangig die Menge des Albumins
im Harn und damit die Proteinurie als Leitsymptom der FSGS iiberpriift werden.

2. Art und Anzahl der Tiere
Flr das Experiment werden 106 M3use unterschiedlichen Genotyps benétigt.

3. Erfiillung der ,,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Die zugrundeliegenden Hypothesen der vorliegenden Versuche wurden ausfiihrlich in vitro getestet
und bestétigt. Eine weitere Aufkldrung erfordert die Uberpriifung in einem in vivo Modell vor allem
fur die Charakterisierung der zu erwartenden FSGS durch funktionelle, histologische und
molekularbiologische Untersuchungen besteht keine Alternative. Durch Standardisierung der Haltung
und Methodik wird die biologische Streuung der Versuche verringert, fiir die signifikante Aussage der
Studie wurde die Anzah| der Tiere durch eine Fallzahlberechnung auf das Minimum eingeschrinkt.
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Zweck des Tierversuchs (gem3R § 5 TVG 2012}): Grundlagenforschung

Die Tierversuche aus diesem Projekt sind notwendig um die Therapie von Patienten mit peripherer
arterieller Verschlusskrankheit (PAVK} zu verbessern. Bei der PAVK handelt es sich um eine Storung
der arteriellen Durchblutung der Extremititen. Die Beschwerden der Betroffenen reichen von
belastungsabhingigen Schmerzen mit Einschrinkung der Gehstrecke bis hin  zum
amputationspflichtigen Gangréin. In diesem Projekt werden Méuse bei denen die Durchblutung an
einem Bein reduziert wird als ein Modell der PAVK verwendet, um vorhandene Therapien fiir
Patienten zu verbessern und neue Therapieoptionen zu entwickeln. Solche neuen Therapieoptionen
sind dringend nétig, da in manchen Fillen die konventionellen und operativen MaRnahmen nicht
zum gewiinschten Erfolg filhren und dann nur noch eine Amputation das Fortschreiten der PAVK
aufhalten kann. Beim Umgang mit Tieren innerhalb dieses Projektes wird versucht die Belastung fir
diese so gering wie méglich zu halten. Mittels Schmerztherapie und engmaschiger Kontrolle sollen
Schmerz und Leid minimiert werden.

Art und Anzahl der Versuchstiere
Als Versuchstiere sind weibliche C578L/6 und Cbi-b knockout Miuse mit C57BL/6 Hintergrund
vorgesehen {insgesammt 70 Mause).

Angaben Gber Erfiillung der ,3R”

1. Vermeidung: Zur Aufkldrung molekularer Wirkmechanismen, werden zusitzlich zu den "in vivo"
Versuchen auch Zellkulturversuche an humanen umbilikalen vendsen Endothelzellen (HUVEC)
durchgefiihrt. Leider kann ein so vielseitiger Komplex wie das Immunsystem in vitro noch nicht
nachgestellt werden, sodass fiir diesen Zweck Versuche an Mausen herangezogen werden.

2. Verminderung: Es werden nur die unbedingt ndtigen Versuche an Médusen durchgefiihrt. Dabei ist
die Anzahl der Tiere so gewihlt, dass eine statistisch wertvolle Aussage getroffen werden kann, chne
dass Versuche mit weiteren Tieren wiederholt werden miissen.

3. Verfeinerung: Durch eine verfeinerte Versuchsplanung werden so wenig Tiere wie mdglich fir so
viele Analysen wie méglich herangeszogen (Auswertung von mehreren Organen innerhalb eines
Versuchs). Die Tiere werden wihrend des gesammten Versuchs regelmaRig (1-2mal téglich) klinisch
kontrolliert. Sollten dabei Anzeichen fiir Schmerzen bzw. verstirktes Leiden feststelibar sein, werden
die Tiere sofort mit Schmerzmitteln behandelt oder gegebenenfalls von 1hren Leiden erldst.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spatestens 31. Marz 2015 vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung
1. Angaben Gber Projektziele, einschlieBlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Das Hauptziel des Projektes st die Privention des postischimischen akuten
Nierentransplantatversagens durch eine microRNA Blockade im Spenderorgan. Das akute
Nierenversagen (ANV) ist der Hauptrisikofaktor fiir einen vorzeitigen Transplantatverlust nach einer
Nierentransplantation. Trotz intensiver Bemihungen gibt es keine etablierte Privention des ANV,
Daher hat unsere Studie das Potential, eine véllig neue Praventionsstrategie dieses klinischen
Problems zu etablieren. Spezifisch in diesem Tierversuch soll der Zeitpunkt und die Konzentration der
microRNA Blockade Behandlung bestimmt werden und darauf folgend die Auswirkung der microRNA
Blockade auf den Ischdmie / Reperfusionsschadens in der Niere untersucht werden.

2. Art und Anzahl der Tiere 36 M3use (C57BL/6) und 40 Ratten (Lewis)
3. Erfiillung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Obwohl zur Erreichung unserer Projektziele Tierversuche unabdingbar sind, versichern wir, dass die
Anzahl an Tieren (Ratten), die fiir konklusive Ergebnisse nétig sind {statistische fallzahlberechnung),
auf ein Optimum (Minimum) reduziert wurden. Um redundante Tierversuche zu vermeiden, wurde
die Fachiiteratur (PubMed und Altweb) mit themenspezifischen Suchbegriffen genauestens
durchsucht. Erfahrens und zertifiziertes Personal wird mit der Betreuung der Tiere und Durchfiihrung
der Experimente beauftragt. Die Tiere werden in adaquater Umgebung mit freier
Bewegungsmadglichkeit, Futter und Wasser ad libitum gehalten. Die Belastung der Tiere wihrend des
Tierversuches wird dahingehend auf ein Minimum reduziert, da wir die Versuche unter Vollnarkose
durchfiihren. Falls Technikverbesserungen und neue Erkenntnissen zur Verfiigung stehen, werden
wir diese in unserem Versuchsablauf einbinden.
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1. Angaben ilber Projektziele, einschlieRlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Die Unterbringung der Kaninchen erfolgt sachgerecht im Tierhaltungsstall. Die Kaninchen werden vom

Tierhaltungsstall im entsprechenden Tierkdfig nach Einleitung der Narkose in das Labor
verbracht und dort den mikrochirurgischen Ubungen unterzogen.

Am Abend des
Kurses werden die Tiere sakrifiziert werden.

2, Art und Anzahl det Tiere
Kaninchen Oryctolagus cunciculus n= 12,

3. Erfiillung der ,,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Vermeidung: Nach derzeitigem Kenntnis- und Wissensstand sind mikrochirurgische Ubungen am lebenden
Tier durch nichts zu ersetzen, weil sie der Situation im Operationssaal und gerade fiir heikle und schwierige
MikrogefiRoperationen am Gehirn eine Voraussetzung sind, damit derartige Operationen Gberhaupt
erfolgreich durchgefiihrt werden kénnen. Verminderung: Selbstverstindlich gibt es mittlerweile
Simulations-modelle, welche aus Kunststoff hergestellt sind und in Form einer Plastikratte bzw. eines
Silikonmodells als Einstieg in den Kurs dienen, um von dem Tiermodell am maximalsten zu profitieren.
Durch diese Modelle kann selbstverstindlich die Frequenz der Verwendung von lebenden Tieren drastisch
reduziert werden. Verfeinerung: Der Kurs hat in gradueller Weise von Tag 1 bis Tag 3 den
Schwierigkeitsgrad erhaht insofern, als am Tag 1 und 2 nur an den oben genannten Simulationsmadellen
trainiert wurde, um die Kursteilnehmerinnen und Kursteilnehmer auf die Operation an den Tieren mit
steigendem Schwierigkeitsgrad vorzubereiten. Dadurch gelingt es, das Tier nach entsprechender
abgestimmter Narkose so schonend wie méglich zu operieren. Eine Nachbeobachtung der Tiere war und ist
nie vorgesehen, da es sich um einen reinen Tierversuch zu Ubungszwecken handelt. Am Ende der Ubung,
das heiRt etwa & Stunden nach Beginn der mikrochirurgischen Operationen, wurden sdmtliche Tiere ohne
Aufwach-versuch sakrifiziert.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Evaluierung der immunmodulierenden Wirkung von AMP-Kinasen Aktivatoren in vivo

Ein wesentlicher Regulator des Stoffwechsels von Zellen ist die sogenannte AMP-Kinase. Dieses
Enzym wird im Falle von niedriger Energieversorgung, sozusagen ,Hunger”, von Zellen aktiviert und
setzt eine Reihe von Prozessen in Gang mit denen die Zelle auf den Zustand reagieren kann. Unter
anderem wird die pharmakologische Aktivierung dieses Enzyms durch Metformin  zur
Diabetesbehandlung eingesetzt, da man herausgefunden hat, dass eine Steigerung der Aktivitit der
AMP-Kinase den Krankheitsveriauf bedeutend verbessern kann.

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt dass die Aktivierung der AMP-Kinase auch
relevante Einflilsse auf das Immunsystem hat. So konnte gezeigt werden dass die von Immunzellen
ausgeschitteten Botenstoffe (sogenannte Zytokine) verdndert freigesetzt werden, wenn diese mit
Modulatoren dieses Enzyms behandelt werden. Diese Ergebnisse beruhen bisher ausschlieRlich auf in
vitro gewonnenen Daten mit isolierten Zellen. Um nun ein detaillierteres Bild von der Rolle dieses
Enzyms in der Immunantwort zeichnen zu kénnen, wollen wir die bisher gewonnenen Erkenntnisse
im lebenden Organismus prifen. Wir untersuchen die Ausschiittung von Botenstoffen nach
Modulierung dieses Enzyms und Aktivierung des Immunsystems durch Stimulation mit bakteriellen
Komponenten. Da dieser Signalweg (AMPK-mTOR} auch im Zusammenhang mit der Steigerung
regulatorischer/entziindungshemmender T-Zellen diskutiert wird, wollen wir auch den moglichen
Einfluss auf die Generierung dieser Zellen priifen. Eine detaillierte Fallzahlberechnung hat eine
Hdchstzahl von 588 Mausen fiir die Untersuchung der Hypothese ergeben. Im Rahmen der Zucht
transgener Tiere wird an 450 Mé&usen eine Schwanzspitzenbiopsie zur Bestimmung der genetischen
Identitat durchgefiihrt, wobei hier zusitzliche 134 M3use untersucht werden, die dann nicht weiter
fir Versuche verwendet werden. Die Belastung der Tiere bei diesem Eingriff wird als geringgradig
eingestuft, Somit wird eine Gesamtzahl von 722 Tieren beantragt.

Ziel des Projekts ist es somit die Zusammenhinge zwischen Stoffwechsel und fmmunsystem besser
zu verstehen, genauer gesagt, welchen Einfluss ,,Hunger” auf das Immunsystem hat. Damit erhoffen
wir Menschen in Behandlung und Privention von Immunkrankheiten helfen zu kénnen.

Um den 3 R Grundsétzen (Reduction, Refinement, Replacement) gerecht zu werden, wurden bereits
alle Stimulationsversuche an isolierten humanen immunzellen in vitro durchgefiihrt, um eine
Tierbelastung hintanzustellen. Des Weiteren ist der Tierversuch so aufgebaut, dass mit einem kleinen
Vorversuch festgestellt werden soll, ob iiberhaupt eine Verinderung stattfindet noch bevor der
Mechanismus geklért wird. Sollten keine Verdnderungen zu beobachten sein, werden keine weiteren
Versuche durchgefiihrt. Auch durch standardisierte Haltungsbedingungen wird die Varianz innerhalb
der Gruppen mdgfichst gering gehalten um die Tierzahl zu reduzieren. Es wird auRerdem fiir
fachménnische Betreuung und auch adéquate Sedierung Sorge getragen.

Die Tierbelastung dieses Versuchs wird bis héchstens mittelgradig eingestuft.
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Zweck des Tierversuchs {gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben Gber Projektziele, einschlieBlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Stérungen des Glukose- und Fettstoffwechsels und Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems
treten oft gemeinsam auf. Hier diirfte das Hormon BNP eine wichtige Rolle spielen, das bei
Herzinsuffizienz im Sinne einer Entlastung des Herzens wirkt und nach neuen Erkenntnissen
auch den Appetit modulieren sowie Glukose- und Fettstoffwechsel verbessern kann. Die
geplante Grundlagenforschung soll das Verstandnis des BNP-vermittelten Zusammenspiels
von Kreislaufsystem und Stoffwechsel verbessern und soll so eine Grundlage schaffen, um
neue therapeutische Strategien zu entwickeln. Das Projekt zielt dabei auf die Beantwortung
der Frage, welche Stoffwechseleffekte von BNP Gber das Gehirn vermittelt werden.

2. Art und Anzahl der Tiere

Es werden ménnliche Sprague-Dawley-Ratten (Him:OFA-SD) verwendet, die im Alter von

etwa 7 Wochen bezogen werden. Die von Zwischenergebnissen abhédngige Anzahl der bendétigten
Tiere betrégt maximal 234.

3. Erfiillung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Durch Verwendung moderner Methoden und Technologien werden das AusmaR der Belastung und
die Zahl der benttigten Tiere im Rahmen des Mdglichen minimiert. Im Sinne der Vermeidung werden
im Reagenzglas und an Zellkulturen geplante Methoden kritisch gepriift, bevor Versuchstiere zum
Einsatz kommen. Im Sinne der Verfeinerung werden sodann Methoden verwendet, mit deren Hilfe
nach einem moderaten chirurgischen Eingriff schmerzfrei Infusionen und Blutabnahmen méglich sind
{Implantation permanenter Kaniilen). Auch Messungen von Leberfettgehalt und Grundumsatz
erfolgen mit modernen, minimal belastenden Methoden (Magnetspektraskopie, indirekte
Kalorimetrie). Diese Techniken erlauben mehrfache Messungen am selben Individuum, was zur
Minimierung der benétigten Tierzahl beitrégt. Im Sinne der Verminderung wurde weiters die
Reihenfolge der Tests so geplant, dass sich in Abh&ngigkeit von Zwischenergebnissen nachfolgende
Experimente womdglich eriibrigen.
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Zweck des Tierversuchs (geméR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben tiber Projektziele, einschlieRlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Projektziel liegt in der Aufklirung molekularer Mechanismen, die zur Tumorentstehung und
Therapieresistenz in Mensch und Tier beitragen. Diesbeziglich wird besonders die Rolle von
programmierten Zelltod hinterfragt. Dies geschieht in der Regel in verschiedenen Experimenten in
Zellkultur, wobei primére Zellen aus Mausstimmen mit erhéhter Tumorneigung und Zelltod-
Defekten isoliert werden. Diese Tumor-Mausmodelle dienen in weitere Folge auch zur Etablierung
von Zuchten die kombinierte modifizierte Allele beinhalten. Wenn angebracht werden diese Tiere
auch bis zur Etablierung von Tumoren beobachtet um priméres Tumormaterial zu erhalten.

2. Art und Anzahl der Tiere
Von 15 verschiedenen Mausstimme werden dazu bis zu 7750 Tiere in einem Zeitraum von 5 Jahren
geziichtet und gehalten.

3. Erfiillung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Vermeigung: Die Verwendung alternativer Methoden ist gegenwirtig nur beschrankt moglich.
Krebserkrankungen sind multifaktorielle Pathologien, die in Zellkultur nur in ZuRerst limitiertem
Masse abgebildet werden kénnen. Der GroRteil der geplanten Untersuchungen nutzt jedoch
Zellmaterial aus den erwéhnten Mauslinien vor Entstehung der eigentlichen Pathologie.
Verminderung: In der Regel werden pro Genotyp maximal 2 Zuchtkifige verwendet und die Zahl der
erwachsenen Tiere in einer etablierten Kolonie betrigt, je nach Bedarf, in der Regel zwischen 10-20
Tieren. Wenn biologisch méglich werden immer Tlere mit homozygot verdnderten Allelen verpaart,
um das Entstehen von nicht analysierbaren Genotypen (Heterozygote oder Wildtyp Tiere) zu
minimieren. Durch den Einsatz von Transplantationsverfahren in immundefiziente Mause kann auch
die Zahl der Tiere, die einen priméren Tumor ausbilden deutlich verringert werden.

Verbesserung: Die Tiere werden in Gruppen zu je 4-7 Tieren gehalten (soziale Tiere} und haben in
jedem Kéfig Einstreu, Stroh als auch ein Hauschen als Riickzugsmoglichkeit. Minnchen werden nach
Bedarf auch einzeln gehalten, um Verletzungen durch Revierkdmpfe zu vermeiden.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spatestens 31. August 2019 vorgesehen.
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‘Zweck des Tierversuchs {geméaR § 5 TVG 2012}): Grundlagenforschung

Ad 1.: Die erfolgreiche Behandlung knéchernen bzw. knbchern-ligamentérer Verletzungen bedarf
hiufig der Verwendung von kérperfremden Materialien, ob als Osteosynthesematerial, oder in Form
von Interferenzschrauben oder Fadenankern. Nach erfolgter Heilung ergibt sich haufig die Indikation
zur Entfernung des Osteosynthesematerials, wodurch eine Folge-Operation mit denselben Ristken
wie bei der primdren Operation und dem zusitzlichen Risikos einer Re-Fraktur notwendig wird.
Durch die Verwendung von bioresorbierbaren Materialien kénnte das Risiko und die Belastung der
Folgeoperation, bzw. das Risiko durch das Verbleiben des Materials im Kérper minimiert werden.
Magnesiumlegierungen stehen im Fokus der Forschung, da sie vielversprechende Eigenschaften
diesbeziiglich besitzen.

Ziel des beantragten Tierversuches ist es eine neu entwickelte Magnesiumlegierung, sowie eine neu
entwickelte Beschichtung auf ihre Biokompatibilitit, Degradation und mechanischen Eigenschaften
zu testen.

Ad 2.: Zur primiren Biokompatibilitdtspriifung sollen 50 Ratten eingesetzt werden.

Ad 3.: Die Fragestellung des Tierversuches kann durch Ersatzmethoden nicht beantwortet werden,

Es wird die minimale Tieranzahl von zur Erreichung eines aussagekraftigen statistischen Ergebnisses
gewihlt. Die entwickelten Materialien wurden ausfiihrlich in in-vitro-Versuchen untersucht. Bevor
solche Materialien am Menschen eingesetzt werden kénnen, miissen ihre Eigenschaften ausfihrlich
am lebenden Tier getestet werden, um etwaige lokale oder systemische negative Reaktionen auf den
Kérper ausschlieBen zu kénnen. Die Resorption und Biokompatibilitét der verwendeten Materialien
kann nur in-vivo untersucht werden, da keine addquaten in-vitro Tests zur Verflgung stehen und die
Implantate noch nicht zur Testung am Menschen zugelassen sind. Die Versuche finden unter
kontrolllerten und standardisierten Bedingungen statt. Das Modell ist etabliert und wiederholt
verbessert worden. Samtliche Eingriffe erfolgen in Vollnarkose mit anschlieRender Schmerztherapie.
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Nichttechnische Projektzusammenfassung (gemiR § 31 TVG 2012)
Inhalt
Es diirfen keine personenbezogenen Daten enthalten sein.
Es miissen enthalten sein:

1. Angaben Gber die Projektziele, einschlieRlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens,

2. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere,

3. Angaben Uber die Erfiillung der ,3R” (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung).
Umfang: in den meisten Fillen werden ca. 500 Worte ausreichen.
Hinweis
Durch die nichttechnische Projektzusammenfassung sollen objektive Informationen iiber
Tierversuchsprojekte im Internet tffentlich zugénglich gemacht werden. Dadurch sollen ailerdings
weder Rechte des geistigen Eigentums verletzt noch vertrauliche informationen preisgegeben
werden.
Es ist die Aufgabe der Antragsteller beim Ausfiillen der Zusammenfassung jhre Rechte zu wahren,

Zweck des Tierversuchs (gem3aR § 5 TVG 2012):

Translationale oder angewandte Forschung zur Verhiitung, Vorbeugung, Diagnose oder
Behandlung von Krankheiten

1. Projektziele:

Das Projekt dient der translationalen oder angewandten Forschung zur Entwicklung und Herstellung
sowie Qualitéts-, Wirksamkeits- und Unbedenklichkeitspriifung von Arzneimitteln.

2. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere:

Das Arzneimittel soll der Vorbeugung oder Behandlung potentielf lebensbedrohficher Erkrankungen
dienen, weshalb die Verwendung von max. 1314 Miusen fiir 5 Jahre gerechtfertigt ist.

3. Angaben iiber die Erfillung der ,3R“ {Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung):

Das Projekt wurde im Hinblick auf Verminderung (Verwendung geringstmaglicher Tierzahlen bei
aussagekréftigen Ergebnissen), Verbesserung (in Tierhaltung und ~Verwendung) gepriift; die
komplette Vermeidung ist aufgrund der Komplexheit der Erkrankung und Therapie nicht maglich.

Das Projekt wird keiner riickblickenden Bewertung (gem. §30 TVRAG) unterzogen.

Die Zielsetzung des vorliegenden Tierversuchsprojektes mit Aufgabensteliu ng, geplanten Tierarten
und Tierzahlen kann nicht durch wissenschaftlich aussagenkriftige verfiigbare und behdrdlich
anerkannte Ersatzmethode erreicht werden.

Die Schaden fiir die Tiere in Form von Leiden, Schmerzen und Angsten sind unter Berilicksichtigung
ethischer Erwdgungen durch das erwartete Ergebnis gerechtfertigt sind um letztlich Menschen

zugutekommen zu kénnen.

Gegebenenfalls von der Behérde zu erqéinzen:

Eine rickblickende Bewertung ist bis spitestens ...... vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Ausbildung an Hochschulen oder Ausbildung zwecks
Erwerb, Erhaltung oder Verbesserung von beruflichen Fahigkeiten

1. Angaben iiber Projektziele, einschlieBlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Seit Jahren finden an unserer Abteilung Workshops in Viszeraltrauma mit sterreichischen und
internationalen Tellnehmern statt. Das Ziel dieses Workshops ist die theoretische und praktische
Vermittlung von strategischen MaRnahmen und die Demonstration der wichtigsten therapeutischen
Techniken bei Verletzungen der verschiedenen lebenswichtigen Organe und Strukturen im Rumpf
inklusive Bauch, Becken, Thorax und Hals. Solche Ausbildungsméglichkeiten gibt es nur an ganz
wenigen Zentren in Europa und da der Bedarf sehr groB ist, sind unsere Workshops sehr gefragt und
immer schnell ausgebucht. Unter der Leitung von ausgesuchten internationalen Experten wird das
rasche und kompetente Eingreifen bei Rumpfverletzungen {Darm, Leber, Milz, Blutgefélie, Becken,
Hals, Brustkorb, Herz usw.) gelibt, um die Uberlebensrate nach Verletzungen eines Organes oder
auch mehrerer Organe baw. Strukturen zu verbessern. Gerade die Unfille (Verkehrs-, Sport-, oder
Arbeitsunfille) mit mehrfachen Organverletzungen sind haufig und stellen eine groRe
Herausforderung fiir den Chirurgen/die Chirurgin in der klinischen Praxis dar. Hier ist schnelles aber
sicheres Handeln gefragt, das am besten und effizientesten schon verher unter kompetenter
Anleitung durch strukturierte Obungen erlernt werden kann. Der Chirurg/die Chirurgen in Aus-oder
Fortbildung in Traumachirurgie bekommt eine systematische Vorgangsweise vermittelt, die es
ihm/ihr ermbglicht, die richtigen Schritte fir die lebenserhaltenden Sofortmafnahmen, die
Diagnosestellung und die weitere Vorgangsweise in der richtigen Reihenfolge zu setzen. So wird
gewihrleistet, dass der Chirurg/die Chirurgen dann in seinem/fihrem Krankenhaus in der Lage ist,
auch Schwerstverletzte mit Routine und Sicherheit zu behandeln und seinefihre Erfahrungen an
Kolleginnen weiterzugeben. Alle chirurgischen Eingriffe werden unter durchgehender Aufsicht von
Tierdrzten mit spezieller Ausbildung in der Handhabung und Behandlung von Versuchstieren am voll
narkotisierten Tier ausgefihrt ohne anschlieRende Wiederherstellung der Lebensfunktion . Dieser
Workshop wird von den maRgeblichen nationalen und internationalen Fachgesellschaften
unterstiitzt bzw. akkreditiert und bei einem Kurserfolg kénnen die Teilnehmer Punkte fir ihre
fachliche Fortbildung beantragen.

2. Art und Anzahl der Tiere
50 Hausschweine (fiir 5 Jahre)

3. Erfilllung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Wihrend der Eingewhnungszeit der Tiere wird neben standardmaBiger fachkundiger Betreuung
durch geschultes Tierpflegerinnenpersonal zusitzlich zum Wohl der Tiere Enrichment in Form von
Billen, Gummiringen etc. zur Verfiigung gestellt. Weiters werden die Tiere durch vermehrten
Kontakt an die Tierpflegerinnen und Projektmitarbeiterinnen gewdhnt. Zur Verminderung der Anzahl
an Versuchstieren werden zahlreiche Explorationstechniken und Organmobilisierungen an der Leiche
demonstriert und geiibt. Weiteres werden auch Ubungsgeréte (z.B. Pelvi-Trainer} wo nur méglich
eingesetzt. Zum Erlernen der therapeutischen Schritte an einzelnen Organen ist jedoch normal
perfundiertes und organisch zusammenhingendes Gewebe notwendig. Somit ist der beantragte
Tierversuch unumginglich, weil dafiir weltweit keine suffiziente Ersatzmethode vorhanden ist.

Um den Einsatz der Versuchstiere zu verfeinern halten sich unsere speziell ausgebildeten
Veterinarmediziner permanent am Laufenden um alle Méglichkeiten zur schonenden und wirdigen
Behandlung der Tiere auszuschépfen.

2014/Q1 Seite 48



Zweck des Tierversuchs (gemiB § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben dber Projektziele, einschlieBlich zu erwartender Schaden und Nutzen -Text hier eingeben
Atherosklerose und deren klinische Komplikationen, wie Myokardinfarkt und Schlaganfall sind die
hdufigsten Todesursachen weltweit. Es gilt heute als gesichert, dass bei der Entstehung der
Atherosklerese Hypercholesterinimie eine bedeutende, wenn nicht die wichtigste Rolle, spielt. Die
Cholesterinkonzentration im Plasma wird durch verschiedene Wege reguliert. Dazu gehéren
Biosynthese} Absorption im Dinndarm und Ausscheidung. Neben der Reduzierung der Cholesterin-
biosynthese durch Statine wird Ezetimib {Ezetrol), ein Inhibitor der Cholesterinabsorption) allein oder
in Kombination mit Statinen zur Behandlung erhohter Plasmacholesterinkonzentrationen eingesetzt.
Seit seiner Entdeckung im Jahr 2002 ist Ezetimibe der bislang einzige Cholesterinabsorptionshemmer
auf dem Markt.

Gezielte  Untersuchungen der Struktur-Aktivititsbeziehung  von R-lactam  Cholesterin-
absorptionsinhibitoren konnten die notwenigen Strukturen von Ezetimib-Analoga aufkldren. In vitro
Untersuchungen zeigten, dass einige dieser Analoga und deren diastereomere Gemische die
Cholesterinabsorption hemmen. Um die in vivo Relevanz dieser neuen moglichen
Cholesterinabsorptionsinhibitoren zu bestdtigen muss der Effekt der Ezetimib-Analoga auf die
Cholesterinabsorption in Mdusen getestet werden.

2. Art und Anzahl der Tiere -Text hier eingeben
84 Mause

3. Erfillung der ,3R” (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung) -Text hier eingeben

In vitro Untersuchungen in unserem Labor haben gezeigt, dass Ezetimib-Analoga die
Cholesterinabsorption hemmen. Eine Vermeidung des beantragten Tierversuches ist nicht moglich,
da die Fragesteliung der Relevanz auf den Organismus nur in vivo zu beantworten ist,

Bei der Erstellung des Versuchsplanes wurde darauf geachtet, dass die Versuche mit der
geringstméglichen Belastung und kleinstméglichen (aber statistisch notwendigen} Anzshl an
Versuchstieren durchgefiihrt werden. Um das Woh! der Tiere zu verbessern wird neben den
StandardmaBnahmen eine angereicherte Haltungsumgebung (i.e. ,enriched environmenf’ u.a.
Héuschen etc.) helfen den Stress der Tiere weiter zu reduzieren. Die Tiere werden von Beginn der
Unterbringung an den Umgang mit Menschen gewdhnt (handling) um den Stress bei den Kontrollen
und Messungen, etc. zu minimieren.
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Zweck des Tierversuchs {gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Projektziele:

Metastasierung ist der wesentliche Prozess im Fortschreiten einer basartigen Tumorerkrankung. Das
Verstehen von Mechanismen, die im Rahmen der Metastasierung eine Rolle spielen ist wesentlich
£0r das Verstehen von bdsartigen Erkrankungen und fiir die Entwicklung neuer Therapien. Ziel des
vorliegenden Projekts ist die Etablierung einer Mauskolonie mit einer spezifischen genetischen
Verinderung, welche Untersuchungen von Vorgangen wihrend der Metastasierung ermdoglichen.

Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere:

636 Miuse mit unterschiedlichem Genotyp

Insgesamt miissen 636 Mduse geziichtet werden, um entsprechend des erforderlichen
heterozygoten Genotyps 156 Tiere fir experimentelle Untersuchungen einsetzen zu knnen

Angaben tiber die Erflllung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Vermeidung: Ziichtung von Individuen mit definierten genetischen Veranderungen verbietet sich
aus ethischen Grinden. Aus diesem Grund muss dies in Tieren mit entsprechend kurzen
Generationsfolgen erfolgen. Wesentlich ist jedoch, dass so wie in unserem Fall, die geziichteten
genetischen Verénderungen in ihrer Auswirkung klar definiert und untersucht sind. Die vorliegenden
Veranderungen beeintrichtigen die Tiere nicht {dies ist aus der Literatur bereits bekannt).
Verminderung: Die Anzahl der Tiere bewegt sich am unteren Rand fiir eine adiquate statistische
Analyse und wurde durch Berechnung der Sample Size ermittelt.

Verfeinerung: Auf eine aligemein gute Pflege und Behandlung wird geachtet. Die individuelle
Streuung wird durch standardisierte Versuchsbedingungen auf ein Minimum gesenkt. Die wahrend
der Aufzucht der Kolonie erforderlichen MaRnahmen stellen unserer Einschitzung nach eine bis zu
geringgradige Belastung der Tiere dar.
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Zweck des Tierversuchs (gemal & 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben dber die Projektziele, einschlieRlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens
Das menschliche Immunsystem schiitzt uns vor Krankheitserregern und Fremdstoffen. Die
Immunantwort muss aber sorgféltig reguliert werden, da Fehireaktionen des Immunsystems
die Ursachen vieler Erkrankungen, wie z.B. chronische entziindliche Erkrankungen oder
Autoimmunerkrankungen, sind. Um die Ursachen von immunologischen Fehlreaktionen
besser verstehen zu konnen, werden die grundlegenden Prozesse untersucht, die der
Regulation der Immunantwort zugrunde liegen. Dadurch soll es auch méglich sein, neue
potentielle Therapieansatze aufzuzeigen.

2.Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere
436 Mause unterschiedlichen Genotyps

3.Angaben Uber die Erfilllung der ,,3R" {Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung).

Zur Vermeidung von Tierversuchen werden die Untersuchungen und Experimente in
Zellkultursystemen durchgefiihrt. Der wesentliche Teil der Studie erfolgt in-vitro, wofiir jedoch
lebendes Gewebe und Zellen von Md&usen unterschiedlichen Genotyps erforderlich sind. Die
Ergebnisse dieser sogenannten "in vitro" Systeme bilden dann die Grundlagen fiir weitere
experimentelle Fragestellungen. Diese milssen dann zum Teil auch in einem Tiermodell durchgefiihrt
werden missen, da der Immunantwort komplexe zelluldre Interaktionen zugrunde liegen, die nicht
ausschlieBlich in Zellkuiturmodellen untersucht werden kénnen. Die Experimente zur Untersuchung
von Immunreaktionen "in vivo"” sind so geplant, dass ein mégliches Leiden der Tiere und die Anzahl
an benotigten Tieran durch mehrere MaBBnahmen reduziert werden:

(1)Alle Tiere werden unter standardisierten Bedingungen (geregelter Lichtzyklus, Luftfeuchtigkeit,
Temperatur) in einem sogenannten "enriched envirenment" (Papierrollen im Kifig um den M3usen
einen Unterschlupf zu erméglichen, etc.) gehalten.

(2)ledes  Experiment wird unter standardisierten und international anerkannten
Versuchsbedingungen durchgefiihrt, und die experimentellen Schwankungen zu reduzieren. Damit
wird sichergestellt, dass, bei gleichzeitiger Einhaltung der notwendigen wissenschaftlichen Sorgfalt,
die Tierzahl so niedrig wie méglich gehalten werden kann.

(3)Falls es notwendig ist, wird auch eine Narkase oder Analgesie durchgefiihrt.

(4)Die Tiere werden wahrend der Haltung und wihrend eines Versuches regelmiRig beobachtet und
fir jeden experimentellen Ansatz werden auch klare Abbruchkriterien definiert, um unnétige
Schmerzen und ein Leiden der Tiere zu vermeiden.
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Zweck des Tierversuchs (geméR § 5 TVG 2012} Grundlagenforschung

1. Angaben (her die Projektziele

In der industrialisierten Welt stellt Adipositas, die Fettsucht, ein ernstzunehmendes Problem sowoh|
bei Kindern als auch Erwachsenen dar. in Osterreich ist (ber ein Fiinftel der Bevdikerung
iibergewichtig oder adipés. Auf nicht kardiologischen Intensivstationen ist Sepsis weltweit die
hiufigste Todesursache. Klinische Studien beweisen, dass Adipositas die Mortalitdt und den Verlauf
von Sepsis signifikant verschlimmert. Die Leber hat bei Sepsis eine zentrale Rolle. Eine Fehlfunktion
der Mikrozirkulation mit beeintrichtigter kapillirer Perfusion, Adhdsion und Migration von Blutzellen
durch das vaskulire Endothel liegt der Sepsis zu Grunde. Uber Sepsis bei Adipositas fehlen jedoch
Erkenntnisse beziiglich der mikrovaskuldren Rekrutierung von Blutzellen in der Leber. Ziel dieser
Versuche ist es daher, die Verdnderungen der Mikrozirkulation der Leber wihrend Sepsis und
Adipositas zu erforschen. Die Resultate aus diesem Projekt helfen uns die Zusammenhénge zwischen
den beiden Krankheiten Adipositas und Sepsis besser zu verstehen.

2. Anzahl und Art der verwendeten Tiere

Fiir diese Untersuchungen werden 320 minnliche, eigens fiir die Forschung geziichtete C578L/6!
Miuse verwendet. Weiters werden eigens geziichtete adiptse Méuse (2 Stdmme: 180 ob/ob, 140
db/db) benétigt.

3. Angaben (iber die Erfiillung der ,,3R" (Vermeidung, Verminderung, Verfeinerung)

Die Miuse erhalten wihrend und nach der Operation angemessene Schmerztherapie. Zudem
werden die Miuse wihrend des gesamten Zeitraums der Untersuchung auf Zeichen von Stress oder
Schmerzen beobachtet. Sollten Zeichen von Schmerzen auftreten, wird zundchst versucht, den
Miusen mit Schmerzmitteln Linderung zu verschaffen. Wenn dieser Versuch fehlschldgt, wird das
Experiment beendet und die entsprechende Maus in Vollnarkose euthanasiert. Zusdtziich zu
StandardmaRnahmen der Labortierhaltung wird den M&usen auch ausreichend Nestbaumaterial und
Spielzeug zur Verfiigung gestellt. Da die in vivo Durchblutung der Organe nur an lebenden Mé&usen
untersucht werden kann, ist eine Durchfithrung von Tierversuchen in diesem Falle unumgénglich.
Durch eine weitere Verwendung von Serum und Gewebe fiir zusétzliche biochemische Messungen
wird die Anzahl der Tiere mdglichst gering gehalten.

Eine rlickblickende Bewertung ist bis spitestens 31. August 2015 vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs (gem&R § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung
Angaben Uber die Projektziele, einschlieRlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Eine Stimulierung des Immunsystems bei viralen und bakteriellen Infektionen lést ein
Krankheitsgefiihl aus, das mit Fieber, Abgeschlagenheit, Erschépfung und dem Drang, sich
zuriickzuziehen, einhergeht. Diese Verhaltensdnderungen werden von Immunbotenstoffen
(Zytokinen) vermittelt, die vom Immunsystem als Reaktion auf die Infektionserreger gebildet werden.
Es gibt aber auch vermehrt Hinweise dafiir, dass eine Aktivierung des Immunsystems zu psychischen
Stérungen wie Angsterkrankungen und Depression fithren kann. Der Zusammenhang zwischen
Immunsystem und Gehirn erhilt eine neue Dimension, wenn bedacht wird, dass im Magen-Darm-
Trakt an die 100 Billionen Mikroben leben, die stdndig Substanzen (Metaboliten} in das Blut abgeben,
die auf das Immunsystem einwirken. Da eine Anderung in der Zusammensetzung des Darm-
Mikrobioms (der Gesamtheit aller Darmmikroben) ebenfalls zu Anderungen der Gehirnfunktion
fihren kann, untersucht das vorliegende Projekt, welche Metaboliten von Darmmikroben das
Verhalten und die Gehirnfunktion von Mausen beeinflussen kénnen und iiber welche Mechanismen
diese Wirkungen zustande kommen.

In weiteren Experimenten wird der Frage nachgegangen, welche Auswirkungen eine durch
Antibiotika hervorgerufene Stérung des Darm-Mikrobioms {,Dysbiose”) auf emotionale und kognitive
Prozesse hat. Dem Einfluss des Darm-Mikrobioms und Immunsystems auf Gehirnfunktionen wird
groRe medizinische Bedeutung bei der Erkldrung psychischer Stdrungen zugemessen. Obwohl
verschiedene Erkrankungen mit einer Anderung in der Zusammensetzung des Darm-Mikrobioms
einhergehen, steht der Nachweis eines ursichlichen Zusammenhangs in vielen Fallen noch aus. Die
beantragten Tierversuche zielen deshalb darauf ab, einen kausalen Zusammenhang zwischen
mikrobiellen Faktoren und Anderungen der Gehirnfunktion nachzuwelsen. In weiterer Folge wird
angestrebt, neue Angriffspunkte mit therapeutischem Potential zu identifizieren.

Anzah! und Art der zu verwendenden Tiere

Angesichts des ambitionierten Versuchsprogramms werden insgesamt 2311 Mause fir die geplanten
Untersuchungen benétigt.

Angaben Gber die Erfillung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Bei der Thematik der beantragten Tierversuche geht es um die Erforschung des Zusammenhangs
zwischen Darmmikroben, Magen-Darm-Trakt, Immunsystem und Gehirn und um die Frage, wie
Signale der Darmmikroben und des Immunsystems auf das Gehirn einwirken und zu Stérungen der
Gehirnfunktion fiihren kénnen. Die Wechselwirkung zwischen diesen komplexen Systemen kann nur
im Tierversuch erforscht werden, weil ja gepriift werden muss, wie sich Anderungen in der Peripherie
auf das vom Gehirn gesteuerte Verhalten auswirkt. In diesen fir den medizinischen Fortschritt sehr
wichtigen Untersuchungen wird jedoch immer auf eine mdglichst geringe Belastung der
Versuchstiere geachtet. AuRerdem wird groRer Wert darauf gelegt, die Projektversuche nur mit jener
minimalen Anzahl an Mausen durchzufiihren, die statistisch notwendig ist, um aussagekriftige
Ergebnisse zu erhalten. Gleichzeitung werden in allen Versuchen mehrere Parameter
{Verhaltensparameter, biochemische und funktionelle Parameter) bestimmt, um zusitzliche
Versuche zu vermeiden und das vorhandene biologische Material optimal zu nutzen. Dies wird durch
die genaue Planung des Versuchsablaufs und das optimale Ausnutzen aller Ressourcen erreicht.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Angaben Uber die Projektziele, einschiieBlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Das beantragte Projekt wird kardioprotektive Effekte des Spermidins (1) auf Regression von
Hypertrophie und (2) auf die Genese der Herzinsuffizienz, die durch salzreiches Futter induziert wird,
untersuchen. Damit verkniipften Mechanismen des strukturellen und funktionellen Remodelings und
der Herzfunktion werden in einem Klinisch relevanten Tiermodell far Herzinsuffizienz {sogenannte
Dahl "salt-sensitive” Ratten) aufgedeckt. Das beantragte Projekt befiirwortet das innovative Konzept
einer Polyamin-reichen Erndhrung, durch welche die kardiovaskulire Dysfunktion verhindert bzw. die
Manifestation einer Herzinsuffizienz bei erhhtem Blutdruck zumindest hinauszdgert werden kénnte.
Die Projektdauer betragt 3 Jahre.

Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere
In diesem Projekt werden insgesamt 240 Ratten (144 Dahl ,salt-sensitive" und 96 Dahl "salt-
resistant” Ratten) verwendet.

Angaben {ber die Erfiillung der ,3R” (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Herzinsuffizienz ist ein Syndrom, das nur in vive auftritt. Ein in vitro Modell fiirr die dabei
stattfindenden chronischen Verdnderungen existiert nicht. Daher ist fiir die Projektarbeit der
Tierversuch unverzichtbar. In den Experimenten, in denen die Effekte der salzreichen Nahrung in
Kombination mit Spermidingabe auf die Herzfunktion untersucht wird, wird auf eine moglichst
geringe Belastung der Versuchstiere geachtet. AuBerdem wird beriicksichtigt, die Projektversuche
nur mit jener minimalen Anzahl an Ratten durchzufiihren, die statistisch notwendig ist, um
aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten. Gleichzeitig werden in allen Versuchen mehrere Parameter
bestimmt, um zusitzliche Versuche zu vermeiden und das vorhandene biclogische Material fir
analytische Zwecke optimal zu nutzen. Dies wird durch die genaue Planung des Versuchsablaufs und
das optimale Ausnutzen aller Ressourcen erreicht. Die Tiere werden von ausgebildeten Tierpfiegern
versorgt und in regelmaBigen Absténden tierdrztlich Giberpriift um das Wohlbefinden der Tiere zu
gewihrleisten.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Vorbeugung, Diagnose ader Behandlung von Krankheiten

Der physiologische Alterungsprozess der Muskulatur betrifft auch die Muskeln des Larynx. Die
Konsequenzen sind vielschichtig und werden in der Fachliteratur unter den Begriffen Presbyphonie
(Altersstimme) bzw. Presbyphagie (alters-assoziierte Schluckstérung) zusammengefasst. Wihrend
erstere vor ailem die Lebensqualitit betrifft und zu sozialem Riickzug fuhren kann, hat letztere
schwerwiegende Konsequenzen, wie erhihte Aspirationsneigung mit konsekutiver Pneumonie mit
Todesfolge. Zugrunde liegt beiden Krankheitshildern eine Verédnderung, die sowohl die Morphologie,
als auch die Funktion der Larynxmuskulatur betrifft. Die derzeitige Therapie umfasst vor allem
konservative, logopidische MaRnahmen, sowie chirurgische Eingriffe zur Verbesserung des
Stimmlippen-Schlusses. Beide Verfahren sind symptomorientiert, aber nicht kausal wirksam. Dia
elektrische Stimulation der versorgenden Nerven (Neurostimulation) bietet sich als
vielversprechende neue Therapie an. Bis dato gibt es aber nur wenige Studien dber die
implantatierte Neurostimulatoren auf die SL-Muskulatur und praktisch keine Giber Auswirkungen auf
die oben genannten Probleme. Nervenstimulation und Muskelkontraktion kénnen nur am lebenden
Organismus durchgefiihrt werden. Ziel der hier genannten Studie soll sein, den Effekt von
Elektrostimulation auf die Stimmlippen-Muskulatur bei Ratten zu erforschen. Zum anderen sind auch
Physiologie und Pathophysiologie der Altersverdnderungen noch weitgehend unerforscht. Die zu
untersuchenden Parameter umfassen:

Anzahl und Art der Tiere
34 ménnliche Wistar-Ratten im Alter von ca. 2 Monaten.

Erfiillung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung, Verfeinerung)

Eine Vermeidung des Tierversuches ist nicht mdglich, da elektrophysiologische Fragestellungen nur
in-vivo zu beantworten sind. Die Versuche erfolgen in kleinstméglichen Gruppen und sequentiell, urm
durch die gewonnen Daten die notwendigen Versuchstiere in Folge méglichst gering zu halten.
Kontrollgruppen sind unabdingbar, da in diesem speziellen Bereich wenig Wissen wber die Elektro-
und Pathophysiclogie der alternden Larynx-Muskulatur vorliegt. Um das Wohl der Tiere zu
verbessern wird neben den StandardmaRnzhmen fiir entsprechendes Enrichment gesorgt,

Die Tiere werden von Beginn der Unterbringung an den Umgang mit Menschen gewdhnt (handling},
um den Stress bei den Kontrollen und Messungen, etc, zu minimieren.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben iiber die Projektziele, einschlieRlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

in den letzten Jahren ist der Bedarf an Implantaten fir Osteosynthesen in der Kindertraumatologie
gestiegen und mit der Entwicklung van kinderspezifischen Versorgungstechniken von Frakturen, wie
der elastisch stabilen Marknagelung (ESIN), konnten Komorbititen drastisch reduziert werden. Die
Kinder profitieren durch minimal invasiven perkutanen Zugangsweg, verminderte Schidigung des
umgebenden Weichteilmantels, frither Mobilisierung und verkiirzten Krankenhausaufenthalt. Diese
Entwicklung endet in der Maxime mit minimalstem Aufwand den groRtmoglichen Erfolg zu
gewihren. Bezogen auf die Kinder bedeutet dies; moglichst wenige Operationen respektive
Anisthesien, eine médglichst geringe Storung der immer stattfindenden Heilung und eine
héchstmagliche Reduzierung von Komplikationen. Dies alles fithrt letztendlich auch zu einem
&konomischen Benefit - kurzer stationirer Aufenthalt bzw. eine schnelle Wiedereingliederung in die
allitdgliche Betreuungsiage, um den Arbeitsausfall fir betreuende Miitter und Viter zu reduzieren.

Diesem Ziel kdnnte ein weiterer Schritt hinzugefigt werden, wenn eine erneute stationdre
oder ambulante Operation zur Metallentfernung durch Verwendung eines bioresorbierbaren
Implantates entfallen kdnnte.

In den letzten Jahren haben sich Magnesium-basierte Legierungen als vielversprechstes
Material mit biodegradierenden Eigenschaften zur intramedulliren Stabilisierung herausgestellt. Es
ist gelungen erfolgreich eine Mg-Legierung herzustellen, die die notwendigen mechanischen
Eigenschaften, die erforderliche Korrosionsresistenz erbringt und dabei ganz ohne die Beimischung
von seltenen Erden auskommt -ein Durchbruch in der Materlalentwicklung der letzten Jahre.

samtliche schmerzhaften Eingriffe bei den Versuchstieren inklusive der Totung zur abschlieRenden
Probenentnahme erfolgen in addquater Sedierung oder Narkose. Alle Verfahren sind technisch in
der Arbeitsgruppe etabliert und werden analog auch in der Behandlung von Patienten eingesetzt. In
den bisherigen Versuchsreihen ergab sich kein Anhalt fir Schmerzen, Leiden oder Angst der Tiere.

2. Anzah! und Art der zu verwendenden Tiere

40 Bergschafe

3. Angaben ber die Erflllung der ,3R” {Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Bei Langzeitstudien iberwiegen die in-vivo Untersuchungen (Computertomography, Rontgen,
Biutabnahmen) gegeniiber den ex-vivo Untersuchungen zum Endpunkt der Studie (Organentnahmen,
histomorphologische und immunhistochemische Untersuchungen). Dadurch kann die Tieranzahl auf
ein Minimum gesenkt werden. In vitro Untersuchungen und Zelitestungen wurden mit diesem
Material bereits durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass bei langsamer Degradation des Materials
keine Zytotoxizitat und gute Biokompatibilitat vorhanden ist und das Material gut von den Zellen
verstoffwechselt wird. Mit diesem Material erfolgten auch bereits Untersuchungen in vivo im
Rattenmodel. Hier wurden die in vitro Ergebnisse verifiziert und bestdtigt: Eine gute
Biokompatibilitdt der Magnesium Legierung liegt vor, es konnten weder optisch im microCT noch
histologisch abnormale Reaktionen auf das Material festgestellt werden. Der Heilungsprozess verlief
unauffillig und komplikationslos. Um eine klinische Studie mit diesem Material durchzufiihren
miissen die invitro und invivo Ergebnisse in der Ratte noch einmal durch ein anderes Tiermodel
bestitigt werden, Weshalb anhand dieser Studie die Durchfiihrbarkeit der Operationstechnik und das
Abbauverhalten der Magnesium-Legierung im GroRtier Gberpriift werden sollen. Es wird das
Minimum an benétigten Tieren zur Durchfiihrung der Versuche angestrebt, aber die Tieranzahl so
gewdhit, dass eine statistische Auswertung durchgefiithrt werden kann.
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Ziel des Projektes ist die translationale oder angewandte Forschung zur Verhiitung, Vorbeugung,
Diagnose oder Behandlung von Krankheiten oder anderen Anomalien oder deren Folgen bei
Menschen und Tieren. Der Versuch bedingt keine Operationen. Die Belastung der 2720 eingesetzten
Mduse wird als gering eingestuft.

Zur Minderung der psychischen Belastung werden die Tiere sozial und in angereicherter Umgebung
gehalten, dem 3R-Konzept wird durch die Verwendung verschiedener in vitro-Versuche im Vorfeld
und geeigneter statistischer Methoden zur Reduktion der bendtigten Tiere Rechnung getragen.
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7weck des Tierversuchs {gemaR § 5 TVG 2012}: Grundlagenforschung

Mause, denen das fettspaltende Enzym adipdse Triglyzerid-Lipase fehlt (ATGL-ka), weisen eine
ausgepragte Funktionsstrung im GefiRendothel auf. Ziel dieser Studie ist es, durch
pharmakologische Intervention die GefiRfunktion der Tiere zu verbessern.

Biochemische Untersuchungen haben gezeigt, dass in Aorten von ATGL-ko Miusen das Enzym
endotheliale NO-Synthase deutlich vermindert vorkommt. was auf einen erhdhten Proteinabbau
durch das 265 Proteasom zuriickzufithren ist. Daher soll in einer Versuchsreihe getestet werden, ob
die GefiRfunktion durch den in der Humanmedizin zugelassenen Proteasominhibitor Bortezomib
verbessert werden kann. Als Kontrollgruppe dienen Bortezomib-behandelte Wild-Typ Méuse. Die
Substanz wird in steriler physiologischer Kochsalzlésung geldst und in einer Dosis von 0.5 mg/ke KG
(Injektionsvolumen V=300 W) jeden 3. Tag {iber 4 Wochen i.p. appliziert.

In einer unabhangigen Versuchsreihe soll die Wirkung des Peroxisomen Proliferator-aktivierter
Rezeptor a Agonisten Wy 14,643, der sich in diesem Tiermodell schon als kardioprotektiv erwiesen
hat auch auf die GefaRfunktion getestet werden. Die Substanz wird dem Futter beigemengt (0.1%
w/w) und den Tieren fiir 4 Wochen ad libitum angeboten. Bei einem durchschnittlich zu erwartenden
Futterkonsum von 3-4g pro Tag betriigt die tégliche Dosis 200 ma/kg.

Nach 4 Wochen werden die Tiere durch CO, Exposition getotet. Nach Eréffnung des Brustkorbs wird
die Brustaorta entnommen und fiir Organbadstudien verwendet. In diesen Versuchen wir die
Erschlaffung bzw. die Anspannung der Aortenringe gemessen. Weiters werden diverse Organe
(Aorta, Herz) entnommen um diverse biochemische Parameter zu bestimmen.

Die Miuse werden in einem klimatisierten Tierstall bei 20°C (50-70% Luftfeuchtigkeit) und einem
Hell-Dunkel Zyklus von 12 Stunden untergebracht. Sie erhalten nach Belicben Altromin 1324
standard Nahrung und Trinkwasser. Die Haltung erfolgt in Polycarbonat Kéfigen (PC 3108; 265 x 150 x
420 mm), wobei 3-5 Tiere miteinander vergesellschaftet werden.

Um die vorliegende Fragestellung hinreichend zu untersuchen, sind derzeit keine entsprechenden
Alternativmethoden verfiigbar. Im Hinblick auf die enorme Zahl von Herz-Kreislauf-Erkrankungen in
Folge von Ubergewicht und Fettleibigkeit scheint die Aufkldrung der zugrundeliegenden
Mechanismen am Tiermodell aber klinisch duRerst bedeutend zu sein.

Statistische Berechnung haben ergeben, dass eine Tierzahl von max. 35 pro Gruppe (70 ATGL-ko und
70 Kontrolimause) ausreichend erscheint, um die Fragestellung zu beantworten.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung
Angaben (ber die Projektziele, einschlieBlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Schmerziiberempfindlichkeit und Bauchschmerz  sind Leitsymptome entziindlicher
Darmerkrankungen und des Reizdarmsyndroms, an denen eine zunehmende Zahl von Menschen
leidet. Erkrankungen mit chronischem Bauchschmerz sind auch medizinisch ein Problem, weil die
Therapieméglichkeiten duBerst beschrinkt sind. Deshalb ist dringender Forschungsbedarf zum
Verstidndnis und zur Behandlung von Bauchschmerz gegeben. Erkrankungen mit Bauchschmerz sind
h3ufig mit psychischen Stérungen (beispielsweise Angstlichkeit) vergesellschaftet. Das vorliegende
Projekt erklart deshalb Bauchschmerz als eine Stdrung der wechselseitigen Kommunikation zwischen
Darm und Gehirn und setzt sich zum Ziel, die vielfachen Kommunikationswege zwischen Darm und
Gehirn zu erforschen, die filr Bauchschmerz relevant sind. Neben schmerzempfindlichen Neuraonen
sind dies Darmhormone, Immunmediatoren und Metaboliten von Darmmikroben, Diese
Informationstréger spielen nicht nur in der Schmerzempfindung selbst eine Rolle, sondern kénnen
auch zu weitreichenden Anderungen der Gehirnfunktion fihren.

Vor diesem Hintergrund verfolgt das Projekt drei Hauptziele. Das erste Ziel ist es, in einem
experimentellen Modell von Schmerziiberempfindlichkeit biochemische und funktionelle
Anderungen im Gehirn systematisch zu untersuchen. Das zweite Ziel ist es, den Beitrag von
Darmharmonen zu Bauchschmerz und Schmerziiberempfindlichkeit zu charakterisieren. Das dritte
Ziel ist es schlieBlich zu priifen, ob eine Stérung der Darmmikroben-Zusammensetzung zu
Bauchschmerz beitragt. Mit diesen Projektzielen sollen einerseits das Verstindnis fir das
Zustandekommen von Bauchschmerz erweitert und andererseits neye molekulare Angriffspunkte fiir
dessen Behandlung identifiziert werden.

Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere

Angesichts des ambitionierten Versuchsprogramms werden insgesamt 1693 Mause fir die
geplanten Untersuchungen benétigt.

Angaben Uber die Erflliung der ,,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Bei der Thematik der beantragten Tierversuche geht es um die Erforschung von Bauchschmerz-
Mechanismen, die auf einer komplexen Wechselwirkung zwischen dem Darm-Mikrobiom, dem
Magen-Darm-Trakt, dem Immunsystem und dem Gehirn beruhen. Im speziellen geht es um die
Frage, wie Signale aus dem Magen-Darm-Trakt die Schmerzempfindiichkeit bestimmen und welche
Verdnderungen in der Kommunikation zwischen Darm  und Gehirn  zu  einer
Schmerziiberempfindlichkeit fithren. Die Wechselwirkung zwischen diesen komplexen Systemen
kann nur im Tierversuch erforscht werden, weil ia gepriift werden muss, wie sich Anderungen in der
Peripherie auf die Schmerzverarbeitung im Gehirn auswirken. In diesen fiir den medizinischen
Fortschritt sehr wichtigen Untersuchungen wird jedoch immer auf eine méglichst geringe Belastung
der Versuchstiere geachtet. AuRerdem wird grofier Wert darauf gelegt, die Projektversuche nur mit
jener minimalen Anzahl an Mausen durchzufithren, die statistisch notwendig ist, um aussagekriftige
Ergebnisse zu erhalten. Gleichzeitung werden, wann immer moglich, mehrere Parameter
(Verhaltensparameter, biochemische und funktionelle Parameter) bestimmt, um zusitzliche
Versuche zu vermeiden und das vorhandene biologische Material optimal zu nutzen. Dies wird durch
die genaue Planung des Versuchsablaufs und das optimale Ausnutzen aller Ressourcen erreicht.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Projektziel:

Das Projektziel ist es zu untersuchen ob bereits in Anwendung befindliche Arzneimittel zur Therapie
der chronisch myeoloischen Leukamie, bakterielle Entziindungsprozesse — wie eine bakteriell
induzierte Peritonitis-positiv beeinfiussen kdnnen.

Eine zentrale Rolle bei der Entstehung einer bakteriellen Peritonitis spielt der Entziindungsmediator
tumor necrosis factor (TNFja”. Eine weitere Gruppe von Mediatoren, die sogenannten
Prostaglandine (PG) sind ebenso an der Entstehung der Erkrankung beteiligt. In Versuchen mit
menschlichen Blutzellen konnten wir zeigen, dass die Krebsmedikamente die beiden Mediatoren
TNFa und PG beeinflussen.

Unsere Hypothese ist, dass diese Substanzen eine neue Klasse von Therapeutika fur bakterielle
entziindliche Erkrankungen darstellen und daher ist es von duRerster Wichtigkeit dies in einem
Tiermodell systematisch zu Uberprifen.

Anzahl der zu verwendeten Tiere:
Es werden 384 Miuse fiir diese Versuche benétigt.

,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Wir haben derzeit §uRert fundierte in-vitro Ergebnisse an menschlichen Blutzellen, die zeigen, dass
diese Arzneimittel sehr effizient gegen entziindliche Prozesse wirken. Es muss aber iiberpriift
werden, ob dies auch in einem Gesamtorganismus der Fall ist. Daher sind diese in-vivo Versuche
unverzichtbar. Dieses Projekt dient dazu zu iiberpriifen ob diese Substanzen eine neue Mdglichkeit
der Behandlung schwerer bakterieller Entziindungen (wie beispielsweise Sepsis), darstellen.

In den Experimenten in denen die Wirkung der Arzneimittel auf eine experimentelle —bakterielle
Entziindung untersucht wird, wird auf eine méglichst geringe Belastung der Versuchstiere geachtet.
AuRerdem wird beriicksichtigt, die Projektversuche nur mit jener minimalen Anzahl von Méausen
durchzufithren, die statistisch notwendig ist, um aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten. Es werden
mehrere Parameter gemessen, um das biologische Material fiir analytische Zwecke optimal zu
nutzen. Dies wird durch die genaue Planung des Versuchsablaufs und das optimale Ausnutzen aller
Ressourcen erreicht. Die Tiere werden von ausgebildeten Tierpflegern versorgt und in regeimaRigen
Abstinden tierarztlich Gberpriift. Um das Wohlbefinden der Tiere zu gewdhrleisten, werden ihnen
Nestmaterial und Tunnels zur Verfiigung gestellt.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1.} Welches Ziel verfolgt das Projekt?

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine hdufige Autoimmunerkrankung der Gelenke ungeklarter
Ursache. Obwohl in den letzten lahrzenten eine deutliche Verbesserung in der Therapie erzielt
werden konnte, ist die Erkrankung nach wie vor unheilbar chronisch und geht mit erhdhter
Sterblichkeit einher. Tiermodelle der RA haben wesentlich zum Verstdndnis der Erkrankung und zur
Entwicklung neuer Therapien beigetragen. Diese Modelle sind jedoch nur von beschrinktem Nutzen,
da sich das menschliche Immunsystem in mehreren wesentlichen Punkten von dem eines Nagetiers
unterscheidet. Diese Unterschiede erkliren warum viele experimentelle Therapien die in Nagetieren
erfolgreich angewendet wurden, in RA Patienten nicht funktionieren oder sogar zu
unvorhergesehenen schweren Nebenwirkungen fithren. Daher wire ein Tiermodell mit einem
funktionellen humanen Immunsystem ein wichtiger Schritt zum weiteren Verstindnis und Therapie
der RA. Menschliche Immunzellen des Blutes (PBMC) sollen dafiir in eine immundefiziente Maus
injiziert werden, sich festsetzen und vermehren (Humanisierung). In diesem humanisierten
Mausmadell wird anschlieRend die Gelenksentziindung und die Faktoren ihrer Entstehung
untersucht.

2.)Art und Anzahl der Tiere
272 Miuse

3.)Wie wurden die ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung) beriicksichtigt?

Die Verwendung von humanisierten Miusen ist zur Erforschung des humanen Immunsystems
notwendig. Im Reagenzglas kbnnen die mannigfachen Interaktionen des Immunsystems gar nicht,
oder nur unzureichend simuliert werden. Insbesondere die komplexen Vorgénge, die zur Entstehung
einer Autoimmunerkrankung wie der RA fiihren, sind aus diesem Grund derzelt véllig unbekannt.
Sowohl der Erfolg der Humanisierung, als auch das Auftreten einer Arthritis waren in bisherigen
Versuchen sehr unterschiedlich und bendtigten daher groRe Zahlen von Versuchstieren um
statistisch signifikante Ergebnisse zu erbringen. In unserem Projekt soll versucht werden ein
optimiertes Humanisierungsprotokoll zu erarbeiten, um so zukiinftig mit méglichst kleinen Tierzahlen
sinnvolle Ergebnisse zu erhalten. In unserem Projekt werden auBer Blutabnahmen keine
schmerzhaften Eingriffe unternommen. In der Zeit des Projekts werden die Miuse in Gruppen
gehaiten und haben Enrichment in den Kifigen. Nach dem Auftreten von Gelenksentziindungen wird
der Versuch abgebrochen, bevor unnétiges Tierleid entsteht.
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Zweck des Tierversuchs {gemif § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Kardiovaskulire Erkrankungen sind derzeit die zweithdufigste Todesursache in den entwickelten
Landern. Die aktuellen Behandlungsstrategien sind maRig wirksam und zeigen hiufig schwere
Nebenwirkungen. Das Ziel dieses Projektes ist es, eine moglicherweise neue Therapie Moglichkeit
fir Behandlung der Herz-Kreislauf-Erkrankung zu testen. Diese priklinischen Ergebnisse kbnnen
dann fiir die menschliche Krankhelt genutzt werden und dienen dem Zweck Grundlagenforschung
der Entwicklung neuer, Nebeneffekt-reduzierter Therapien fir Herz-Kreislauf-Erkrankungen.

M3use, insgesamt 115. Ratten, insgesamt 40.

Herz-Krelslauf-Krankheiten umfassen eine komplexe Gruppe von Krankheiten, die verschiedene
Organe betreffen. Das himodynamische Wechselspiel zwischen diesen Organen, neurohormonale
Aktivierung und der Beitrag der verschiedenen Zelitypen, machen Tierversuche unerldsslich, um
diese Krankheiten zu studieren, da keine Alternativen ausser dem Einsatz von Tierversuchen in
diesem Bereich verdffentlicht sind. Um die Anzahl der verwendeten Tiere zu verringern, schlagen wir
einen experimentellen Aufbau vor, der die Anzahl der Kontrollgruppe reduziert. Zusétzliche
Reduzierung von Tier Anzahl kommt von optimierte Zuchstrategie. Dariiber hinaus ist die Anzahl der
Tiere pro Gruppe durch die ErhShung der Anzahl der verschiedenen Parameter, die von einem
einzelnen Tier gemessen werden, gesenkt. Alle Tiere werden unter optimalen, kontrollierten und
Schmerz-freien Bedingungen gehalten. Die Tiere werden von ausgebildeten Tierpflegern versorgt und
in regelmiBigen Absténden tierdrztlich berpriift. Um das Wohlbefinden der Tiere zu gewdhrleisten,
werden ihnen Nestmaterial und Tunnels zur Verfligung gestellt.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben iiber Projektziele, einschlieRlich zu erwartender Schaden und Nutzen: Dieses Projekt
basiert auf einem bereits genehmigten Tierversuch zur Zucht transgener homozygoter Knock-Out
Méuse, um die Rolle der microRNA-451 in der Neurogenese wiahrend der Gehirnentwicklung und
im adulten Gehirn zu untersuchen. Nun stehen uns bereits geniigend Mduse zur Verfilgung, um
auf dieses Thema genauer einzugehen. Zu diesem Zweck soll den Tieren direkt nach ihrer Geburt
mehrmals BrdU {Bomodesoxyuridin) injiziert werden, um die Zellwachstum und -vermehrung in
der Gehirnentwickiung zu analysieren. Durch die Injektion von BrdU ist es moglich, diese Zellen
sichtbar zu machen. Ziel dieses Pilotversuchs ist es, definieren zu kdnnen, zu welchem Zeitpunkt
eine Messung des BrdU am sinnvollsten ist, um Aussagen iber die Zellproliferation treffen zu
konnen.

2. Art und Anzahl der Tiere: Die geplante Fragesteliung ist nur im Tiermodell mit transgenen Knock-
Out Mausen zu etablieren. Insgesamt werden fiir dieses Pilotprojekt 72 M3use benétigt.

3. Erfiillung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung): Eine Vermeidung des
beantragten Tierversuchs ist nicht méglich, da die Fragestellung nur in vivo zu beantworten ist. Es
wird grofer Wert darauf gelegt, die Versuche nur mit jener minimalen Anzahl an Mé&usen
durchzufiihren, die statistisch notwendig ist, um aussagekriftige Ergebnisse zu erhalten.
Gleichzeitig werden, wann immer méglich, mehrere Parameter bestimmt, um zusitzliche
Versuche zu vermeiden und das vorhandene biologische Material optimal zu niitzen. Dies wird
durch die genaue Planung des Versuchsablaufs und das optimale Ausnutzen aller Ressourcen
erreicht, In diesem Antrag geht es um die intraperitoneale Injektion von BrdU in die Maus und
um die darauffolgende Opferung und Organentnahme {Gehirn). Operative Eingriffe cder andere
Schmerzen verursachende Untersuchungen werden nicht durchgefiihrt, Die Tiere werden von
ausgebildeten Tierpflegern versorgt und in regelmiRigen Abstinden tierdrztlich Uberpriift. Um
das Wohlbefinden der Tiere zu gewihrleisten, werden ihnen Nestmaterial und Tunnels zur
Verfligung gestellt.
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7weck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben iiber Projektziele, einschlieBlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Projektziel liegt in der Aufkldrung molekularer Mechanismen, die zur Entstehung von Leukdmien in
Mensch und Tier beitragen um neue therapeutische Targets oder molekulare Marker zu
identifizieren. Diesbeziiglich wird besonders die Rolie von programmiertem Zellkod (Apoptose)
hinterfragt. Dies geschieht in der Regel in verschiedenen Experimenten in Zellkultur, wobei primére
7ellen aus Mausstimmen mit Zelltod-Defekten und verdnderter Tumorneigung isoliert werden. Im
Besonderen soll hier die Rolle eines zelltodhemmenden Proteins untersucht werden. Knochenmark
wird dabei aus Spendertieren nach Euthanasie entnommen, durch einbringen von Onkogenen
verandert und in immunsupprimierte Empfanger Tiere transplantiert.

2. Art und Anzahl der Tiere
Von 11 verschiedenen Mausstimmen werden dafiir in den kommenden 4 Jahren 1220 Tiere
geziichtet und fiir Untersuchungen zum Einsatz kommen.

3. Erfilllung der ,,3R” (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Vermeidung: Die Verwendung alterpativer Methoden ist gegenwirtig nur beschrinkt méglich.
Krebserkrankungen sind multifaktorielle Pathologien, die in Zellkultur nur in duBerst limitiertem
Masse abgebildet werden kénnen. Der GroRteil der geplanten Untersuchungen nutzt jedoch
7ellmaterial aus den erwihnten Mauslinien vor Entstehung der eigentlichen Pathologie.
Verminderung: In der Regel werden pro Genotyp maximal 2 Zuchtkafige verwendet und die Zahl der
erwachsenen Tiere in einer etablierten Kolonie betrégt, je nach Bedarf, in der Regel zwischen 10-20
Tieren. Wenn biologisch moglich werden immer Tiere mit homozygot verdnderten Allelen verpaart,
um das Entstehen von nicht analysierbaren Genotypen (Heterozygote oder Wildtyp Tiere) zu
minimieren. Durch den Einsatz von Transplantationsverfahren in immundefiziente Méuse kann auch
die Zah! der Tiere, die einen primiren Tumor ausbilden deutlich verringert werden.

Verbesserung: Die Tiere werden in Gruppen zu je 4-7 Tieren gehalten {soziale Tiere) und haben in
jedem Kafig Einstreu, Stroh als auch ein Hauschen als Riickzugsmdglichkeit. Ménnchen werden nach
Bedarf auch einzeln gehalten, um Verletzungen durch Revierkémpfe zu vermeiden, Die Tiere werden
nach Transplantation jeden 2 Tag auf ihren Gesundheitszustand untersucht.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spitestens 31. August 2018 vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Vorbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

1. Angaben Uber die Projektziele, einschlieflich des zu erwartenden Schadens und Nutzens
Nervenverletzungen heilen nahezu immer mit einer Defektbildung, die mit iebenslanger
Beeintrdchtigung der Bewegungsfihigkeit der Betroffenen einhergehen kbnnen. Die
Nervenregeneration hdngt von verschiedenen Faktoren wie der Art und dem Schweregrad des
Traumas, der Dauer der Denervation, des Typs und Durchmessers der verletzten Nervenfasern, vom
Alter der betroffenen Person und sonstigen bestehenden Verletzungen sowie von
Begleiterkrankungen ab. Im Bereich der Lasion selbst bestimmen vor allem das Ausmall der
Vernarbung an der Koaptationsstelle und die Fahigkeit der aussprossenden Axone, die Blingner'schen
Bdnder am distalen Nervenstumpf zu erreichen, den Erfolg der Regeneration, wobei beispielsweise
bei einer Quetschverletzung eine stirkere Vernarbung und damit eine schlechtere Regeneration zu
erwarten ist als bei einer glatten Schnittverletzung. Kann eine spannungsfreie direkte Koaptation
nicht erzielt werden, so ist der Defekt mit einem Zwischenstiick zu iberbriicken. Die autologe
Nerventransplantation stellt den Goldstandard dar. Dabei wird ein Teilstiick eines anderen nicht
verletzten Nervs zur Uberbriickung des Nervendefekts eingesetzt. Man ldsst an der Entnahmestelle
ein unversorgtes Gebiet zurlick. In dieser Studie wird der Nervendefekt mittels einer biologischen
resorbierbaren Nervenprothese iiberbriickt, in der Annahme zumindest gleichwertige Ergebnisse wie
bei der autologen Nerventransplantation zu erhalten. Diese Eingriffe bedlrfen ein in
mikrochirurgischen Techniken spezialisiertes Chirurgenteam und eine entsprechende Infrastruktur
der Klinik. Nicht selten kdnnen die Patienten auf Grund der Begleitverletzungen nicht rasch in ein
solches Zentrum transferiert werden. Haufig lisst der kritische Allgemeinzustand eine friihzeitige
mikrochirurgische Operation von mehreren Stunden nicht zu. Der Vorteil der Implantation einer
Nervenprothese ist jedoch, dass diese in relativ kurzer Zeit auch in kleineren Spitdlern von jedem
Chirurgen durchgefiihrt werden kann. Ziel dieser Studie ist es, die Anwendung einer neuen adaptiven
Nervenprothese mit Nerveninterponaten zur Uberbriickung einer Lision am peripheren Nerven zu
vergleichen. Die Evaluierung der Ergebnisse erfolgt mittels elektrophysiologischer Messungen,
Gangvideoanalyse sowie histopathologischer Untersuchungen. Der Beobachtungszeitraum betrigt 10
Monate.

2. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere, insgesamt 35 weiblichen Gottinger Minipigs (+ 1
Reservetier)

3. Angaben iber die Erfiillung der ,,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung).

Wahrend der Eingewdhnungszeit der Tiere sowie postoperativ wird neben standardmiRiger
fachkundiger Betreuung durch geschuiltes Tierpflegerinnenpersonal zusitzlich zum Wohi der Tiere
Enrichment in Form von Béllen, Gummiringen etc. zur Verfilgung gestellt. Weiters werden die Tiere
durch vermehrten Kontakt an die Tierpflegerinnen und Projektmitarbeiterinnen gewdhnt, um die
postoperativen Messungen fiir das Tier so stressfrei als mdglich durchzufiihren.

Eine Vermeidung des hier beantragten Tierversuchs ist nicht méglich, da die Fragestellung nur in vivo
und am GroBtiermodell zu beantworten ist, mit #hnlichen anatomischen Strukturen und
physiologischen Charakteristika. Es kénnen neue Nervenzelie bereits in vitro geziichtet werden,
jedoch die Auswirkungen der regenerierten Nervenfasern auf ein komplexes Organ wie die
Skelettmuskulatur, und somit der Grad ihrer Funktionalitit, kann nur in vivo erprobt werden,

Es wurde die Mindestanzahl an Tieren genommen, die fir die Statistik notwendig ist (s.u.), um
aussagekraftige Ergebnisse zu erzielen. Die Tiere stehen dabei unter Beobachtung und Betreuung von
erfahrenen und regelmaRig fortgebildeten Veterinirmedizinern und Tierpflegern. Das standardisierte
Vorgehen praoperativ, wihrend des Eingriffs sowie postoperativ und bei den Messungen wird dem
Versuchsplan entsprechend dokumentiert. Medikation, physiotherapeutische MaRnahmen,
tierdrztliche Behandlung und tierpflegerische Betreuung sind Teil der Dokumentation. Sowoh!
Haltung der Tiere als auch Anisthesie und Schmerzmittel erfolgen basierend auf Empfehlungen der
GV-SOLAS.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Vorbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

1. Angaben Uber Projektziele, einschlieRlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Das vorliegende Versuchsvorhaben soll die Rolle der mit dem Nuklearfaktor-Kappa B (NF-kB)
assoziierten Signaltransduktion bei der Pathogenese der Strahlentherapie-bedingten Schiddigung der
Mundschleimhaut unter Einbeziehung einer Hemmung von NF-kB kldren. Die Strahlenreaktion der
Mundschieimhaut ist eine der wichtigsten frilhen Nebenwirkungen der Radio{chemoltherapie im
Kopf-Hals-Bereich. Sie beeintrachtigt massiv die Lebensqualitiit der Patienten und erzwingt wegen
der Schmerzhaftigkeit sowie der Behinderung von Kommunikation und Nahrungsaufnahme haufig
eine Unterbrechung der Behandlung. Dadurch vermindern sich die Heilungschancen drastisch.
Betroffen ist eine groRe Anzahl an Patienten; in Osterreich wurden 2010 mehr als 1100 Kopf-Hals-
Tumoren neu diagnostiziert. Die soziotkonomischen Konsequenzen der Nebenwirkungen der
Therapie sind duRerst relevant. Die Entstehung der Schleimhautnebenwirkungen hangt ursdchlich
mit Verdnderungen in lokalen Signalketten, welche Entziindungs-und Regenerationsprozesse
regulieren, zusammen. Hier scheint NF-kB eine zentrale Bedeutung zu haben, chne dass bisher
Einzelheiten der diesbeziiglichen Einbindung der NF-kB Signalkaskaden geklart sind. Im vorliegenden
Vorhaben soll die Wirkung der Hemmung von NF-kB mittels Thalidomid, Bortezomib oder Resolvin
D1 auf die Strahlenreaktion der Mundschleimhaut in einem etablierten Tiermodell charakterisiert
werden. Die Mbglichkeit einer Reduktion der Schleimhautreaktion durch Hemmung der durch NF-kB
vermittelten Signaltransduktion wiirde die Belastung der Patienten deutlich vermindern und die
Heilungsaussichten durch Vermeidung von Behandiungsunterbrechungen signifikant verbessern.

2. Art und Anzahl der Tiere
Alle Versuche sollen an Miusen des Inzucht-Stammes C3H/Neu durchgefithrt werden. Es sind
insgesamt 1645 Tiere vorgesehen.

3. Erflllung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Vermeidung: Fir die vorliegenden Untersuchungen zu funktionellen Nebenwirkungen einer
Strahlentherapie beim einzelnen Tier im zeitlichen Verlauf sind Tierversuche unerldsslich. Die
Entstehung der Strahlenreaktion der Mundschleimhaut ist durch die Abfolge bestimmter
Verinderungen in allen Gewebsschichten, aber auch durch die Interaktion (z. B.
Entziindungsreaktion, Durchblutung) mit dem Gesamtorganismus charakterisiert. Derartige Prozesse
sind mit alternativen in-vitro oder ex-vivo Systemen nicht nachzustellen.

Verminderung: Das vorliegende Versuchsvorhaben erfolgt auf der Basis einer eingehenden
biometrischen Planung. Alle Experimente, Tiergruppen und GruppengroRen sind auf das absolut
notwendige MaB beschrénkt, jedoch andererseits zum Erreichen des Versuchszieles unerldsslich. Die
groRtmogliche Standardisierung der Experimente {z. B. Inzucht-Tierstamm, Alter der Tiere) erlaubt
eine Minimierung der Tierzahlen.

Verbesserung: Alle Experimente erfolgen an einem seit vielen Jahren etablierten und akzeptierten
Tiermodell. Die Bestrahlung der Mundschleimhaut ist nicht mit Schmerzen verbunden. Fir die
vorgesehenen Testsubstanzen sind in der geplanten Dosierung keine Nebenwirkungen zu erwarten.
Die Strahlenreaktion der Mundschleimhaut ist, soweit dies gemdB anerkannter
veterindrmedizinischer Kriterien. erkennbar ist, im verwendeten Tiermodell schmerzfrei. Mit allen
genannten MaRnahmen wurde den ,3R” in optimaler Weise Rechnung getragen.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben (iber die Projektziele, einschlieflich des zu erwartenden Schadens und Nutzens
Das menschliche immunsystem schiitzt uns vor Krankheitserregern und Fremdstoffen. Die
Immunantwort muss aber sorgféltig reguliert werden, da Fehlreaktionen des Immunsystems
die Ursachen vieler Erkrankungen, wie z.B. chronische entziindliche Erkrankungen oder
Autoimmunerkrankungen, sind. Um die Ursachen von immunologischen Fehlreaktionen
besser verstehen zu kénnen, werden die grundlegenden Prozesse untersucht, die der
Regulation der Immunantwort zugrunde liegen. Dadurch soll es auch maoglich sein, neue
potentielle Therapieansitze aufzuzeigen.

2. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere
139 Méuse unterschiedlichen Genotyps

3. Angaben iiber die Erfiillung der ,,3R" {Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung).

Zur Vermeidung von Tierversuchen werden die Untersuchungen und Experimente in
Zellkultursystemen durchgefiihrt. Der wesentliche Teil der Studie erfolgt in-vitro, wofiir jedoch
lebendes Gewebe und Zellen von Miusen unterschiedlichen Genotyps erforderlich sind. Die
Ergebnisse dieser sogenannten "in vitro" Systeme bilden dann die Grundlagen fir weitere
experimentelle Fragestellungen. Diese miissen dann zum Teil auch in einem Tiermodell durchgefiihrt
werden missen, da der Immunantwort komplexe zelluldre Interaktionen 2ugrunde liegen, die nicht
ausschlielich in Zellkulturmodellen untersucht werden kénnen. Die Experimente zur Untersuchung
von Immunreaktionen "in vivo" sind so geplant, dass ein mogliches Leiden der Tiere und die Anzahl
an bendtigten Tieren durch mehrere MaRnahmen reduziert werden:

{1}Alle Tiere werden unter standardisierten Bedingungen (geregelter Lichtzyklus, Luftfeuchtigkeit,
Temperatur} in einem sogenannten "enriched environment" (Papierrollen im Kifig um den Miusen
einen Unterschlupf zu erméglichen, etc.) gehalten.

(2)JJedes  Experiment wird unter standardisierten und  international  anerkannten
Versuchsbedingungen durchgefithrt, und die experimentellen Schwankungen 2u reduzieren. Damit
wird sichergestellt, dass, bei gleichzeitiger Einhaltung der notwendigen wissenschaftlichen Sorgfalt,
die Tierzahl so niedrig wie maglich gehalten werden kann.

(3)Falls es notwendig ist, wird auch eine Narkose oder Anaigesie durchgefiihrt.

(4)Die Tiere werden wihrend der Haltung und wéhrend eines Versuches regelmaRig beobachtet und
fur jeden experimentellen Ansatz werden auch klare Abbruchkriterien definiert, um unnotige
Schmerzen und ein leiden der Tiere zu vermeiden,
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7weck des Tierversuchs {gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung
1. Angaben iiber die Projektziele, einschlieBlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Mit dem Begriff "Vorhofflimmern" beschreibt man eine unregelmiRige, schnelle Erregungsbildung in
den Vorhafen, welche die langsamere physiologische Erregungsbildung im Sinusknoten fberdeckt,
funktionell die Vorhofkontraktion aufhebt und zu einer Dilatation und einem bindegewebigen
Umbau der Vorhife fiihrt. In den erweiterten Vorhdfen kommt es lokal zu einer Stase des Blutflusses
mit der Gefahr der Thrombenbildung und embolischer Ereignisse, in der gefihrlichsten Auspragung
zu einem Schlaganfall. Vorhofflimmern ist mit einem erheblichen Leidensdruck, einer erhdhten
Morhiditat (Sfach erhéhtes Risiko eines Schlaganfalls) und gesellschaftlichen Kosten verbunden. Der
wichtigste Risikofaktor fiir das Auftreten von Vorhofflimmern ist der Bluthochdruck. Bisher gibt es
leider nur wenig Daten dariiber, wie der Bluthochdruck das Vorhofflimmern hervorruft. Ziel des
beantragten Projektes ist es, anhand unseres Schweinemodells den Zusammenhang zwischen
Bluthochdruck und Vorhofflimmern besser zu verstehen und neue Behandlungsansitze zu
entwickeln.

2. Anzah! und Art der zu verwendenden Tiere

60 weibliche Hausschweine

3. Angaben Gber die Exfiillung der ,3R” (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Eine Vermeidung des beantragten Tierversuches ist nicht moglich, da Herzrhythmusstérungen wie
das Vorhoffiimmern eine systemische Pathophysiologie umfassen und nicht 2.8. in Zellkulturen
nachgestellt werden kdnnen. Da Vorhoffunktion und Erregungsbildung und -weiterleitung in den
Vorhofen gemessen werden, ist ein GroRtiermodell erforderlich. Fiir die Spezies Schwein spricht die
dem Menschen sehr 3hnliche Anatomie des Herzkreislaufsystems und Reaktion auf chronischen
Bluthochdruck. Durch die aufwendigen Messungen wird angestrebt, den groRtmoglichen
Wissenszuwachs aus einer geringstméglichen Anzahl an Versuchstieren zu gewinnen. Sollten sich
statistisch eindeutige Ergebnisse bereits mit weniger als den geplanten Tierzahlen ergeben, wird die
Anzahl der fiir das Versuchsprotokoll eingesetzten Tiere entsprechend reduziert werden. Samtliche
Eingriffe bei den Versuchstieren erfolgen in adiquater Sedierung oder Narkose. Alle Verfahren sind
technisch in der Arbeitsgruppe etabliert und werden ebenso bei Patienten eingesetzt
(Echokardiographie, MRT des Herzens, elektrophysiologische Untersuchung der Vorhdfe). In den
bisherigen Versuchsreihen ergab sich niemals ein Anhalt fiir Schmerzen, Leiden oder Angst der Tiere.
Die Tiere werden zunichst fiir eine Woche unter tierdrztlicher Aufsicht an die neue Umgebung
gewdhnt, damit ein durch den Transport bedingter Stresszustand abklingen kann. Es findet {iber den
Versuchszeitraum ein werktaglicher Umgang mit den Tieren durch die Experimentatoren und
Tierpfleger statt, so dass sich die Tiere an diese Personen gewdhnen und nicht invasive Messungen
ohne Stress und idealerweise ohne oder mit nur geringer Sedierung durchgefiihrt werden kénnen Die
schweine werden in Gruppen gehalten, haben Riisselkontakt, stehen auf Mikrostroh und haben
Nagehoizer als Enrichment zur Verfligung.
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Zweck des Tierversuchs (gem3aR § 5 TVG 2012}: Grundlagenforschung

a. Bedeutung und Begriindung des Projektes

Dendritische Zelien sind zentrale Zellen des Immunsystems und werden von den Blutstammzellen
des Knochenmarks gebildet. Sie kommen vor allem in den Organen des lymphatischen Systems (Milz,
Thymus und Lymphknoten) vor; eine geringe Anzahl von diesen Zellen ist jedoch in eigentlich allen
Organen und Geweben des Kérpers anzutreffen. Dendritische Zellen sind zur Aktivierung der
Lymphozyten im Rahmen von Immun- und Entziindungsreaktionen absolut notwendig. Fehlt diese
Funktion oder dendritische Zellen generell, dann ist der Organismus nicht in der Lage, Infektionen
auszuheilen bzw. entstandene friihe Krebszellen zu eliminieren.

In Voruntersuchungen haben wir festgestellt, dass ein Protein - ein sogenannter Transkriptionsfaktor
- entscheidend fiir die Bildung dieser dendritischen Zellen ist. Erste weiterfithrende Untersuchungen
haben nun ergeben, dass dieses Protein wahrscheinlich die Zellteilung und das Nichtabsterben von
Vorlauferzellen der dendritischen Zellen positiv beeinflusst. Ziel des neuen Projektes ist daher eine
Aufkldrung der In diesem Prozess involvierten molekularen Mechanismen. Da die Entwicklung dieser
dendritischen Zellen nur in vivo bzw. von normalen Knochenmarkszellen ausgehend untersucht
werden kann, sind dafiir Untersuchungen in Miusen notwendig. Wir planen mithilfe von
genetischen, zellbiologischen und Immunologischen Untersuchungsmethoden zentrale Faktoren in
der Entwicklung von frilhen dendritischen Zellen zu identifizieren und ihre Rolle im Wachstum sowie
In der Differenzierung dieser Zellen zu charakterisieren.

insgesamt wiirde dieses Projekt detailierte Einsichten in die molekularen Mechanismen der frithen
Entwicklung von dendritischen Zellen erméglichen. Da dendritische Zellen eine zentrale Rolle im
Immunsystem einnehmen, wiirden sich daraus auch neue Erkenntnisse (iber die Funktionen unseres
Immunsystems ergeben. Zudem kénnten unter Umstinden heue Wirkmechanismen dieses
Transkriptionsfaktors, bei dem sich bei einem Teil von Patienten mit akuter myeloischer Leukimie
Verénderungen finden lassen, aufgekldrt werden und so neue Einblicke in die Entstehung dieser
Leukdmien ergeben.

b. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere, Unterbringung, pflege, Verminderung von Leiden,
Tétungsmethoden

1608 CS57BL/6 transgene Maiuse. Diese werden an einer speziellen Zuchteinrichtung unserer
Institution gehalten und téglich auf ihren Gesundheitszustand iberwacht. Die Betreuung erfolgt
dabei durch gepriifte Tierpfleger und Tierdrzte, die Erfahrung in der Betreuung von transgenen
Mausmodellen aufweisen. Krankheit Ist dabei nur bei einzelnen M3usen mit dem vollen genetischen
Muster zu erwarten, welches nach ca. 34 Lebenswochen durch eine Genotypisierung der DNA
bestimmt wird. Normalerweise werden die Tiere bereits vor Entstehen von Krankheitssymptomen
geopfert und danach fiir die geplanten Untersuchungen herangezogen. Zur Tétung wird dabei ein
Genickbruch nach vorheriger Andsthesie mit 4% Isofluran durchgefiihrt. Solite es dennoch zuvor zu
einer Verschlechterung des Gesundheitszustandes kommen, werden die betroffenen Miuse aus
ethischen Griinden geopfert. Bei Miusen mit allen anderen Genotypen ist keine Beeintrichtigung
des Gesundheitszustandes zu erwarten.

c. Angaben zur Erfiillung der ,3R"

Dieses Projekt beruht auf bereits erhobenen Vordaten, bei denen sich ein starker Hinweis ergab, dass
dieser Transkriptionsfaktor eine wesentliche Rolle in der Entwicklung dieser Immunzellen spielt. Zur
weiteren Abkldrung und Bestitigung dieser bisherigen Ergebnisse sind die Mausversuche dieses
Projektes unbedingt notwendig. Die Versuche wurden aufgrund der bereits vorliegenden Daten
optimal geplant, dadurch konnte bereits eine Reduktion der bendtigten Mauszahl erreicht werden
(Beschrankung auf durch Vordaten "sinnvolle” Versuche). Weiters wurde ein Statistiker in die
Berechnung der Mauszahlen eingebunden, um die minimal bendtigte GruppengriRe Im Rahmen der
einzelnen Experimente zu berechnen.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR & 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben iiber die Projektziele, einschlieBlich des zu erwartenden Schadens

und Nutzens

Mit dem vorgestellten Projekt sollen Reguiationsmechanismen in einem Modell der sogenannten
Glomerulonephritis genauer untersucht werden und Miuse fiir diesen Zweck geziichtet werden. In
einem von uns seit langem verwendeten Mausmodell, welches der menschlichen Erkrankung sehr
Shnlich ist, wird zum einem die Rolle eines Chemokinrezeptors, zum anderen die eines
Hormonrezeptors und eines Zytokins studiert. Bel dem Chemokinrezeptor handelt es sich um ein
Molekiil, welches Botenstoffe, die die gezielte Wanderung von Immunzellen steuern, beeinflusst. Der
Hormonrezeptor ist vor allem auf Zellen der Bauchspeicheldriise, aber auch auf Immunzellen
vorhanden. Das Zytokin wurde bisher vor allem mit allergischen Erkrankungen in Verbindung
gebracht, erste Ergebnisse unserer Gruppe legen allerdings auch eine Bedeutung in der
Glomerulonephritis nahe. In diversen genetisch verinderten Mausen (im weiteren knock-out (KO)
genannt}, soll die Ausprigung der Glomerulonephritis studiert und so herausgefunden werden,
welche Bedeutung die genannten Molekiile in dieser Erkrankung spielen, um so die Grundlage fiir
eventuelle neue Therapien zu schaffen. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere 3456 Méuse fiir
die Zucht und Versuchsdurchfilhrung.

2. Angaben iiber die Erfiillung der 3R

Da es sich bei der Glomerulonephritis um ein &uBert kompiexes Krankheitsbild, welches
verschiedenste Zellpopulationen der angeborenen und erworbenen Immunitit sowie verschiedene
Organsysteme (Niere, Lymphknoten, Milz, Knochenmark, Thymus) beeinflusst, handelt, ist es nicht
méglich gleichwertige Erkenntnisse mit in vitro Methoden zu erlangen. Bei unseren Versuchen wird
die Anzahl an verwendeten Miusen durch sorgféltige statistische Planung der Versuche mdglichst
gering gehalten. Die Tiere werden in Gruppen gehalten und mit ausreichend Nestmaterial zum
Nestbau sowle Enrichment versorgt um bestméglichen Zuchterfolg zu garantieren. Wahrend der
Versuche werden die Tiere engmaschig durch des Tierpflegerpersonal kontrolliert und falls
notwendig auffillge Tiere dem Tierarzt vorgestellt.
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Das Projekt dient dem wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn in der biomedizinischen
Grundlagenforschung.

Durch die erfalgreiche Entschlisselung der Genome von Mensch und Maus kennt man eine Vielzahl
von Genen, jedoch haufig nicht deren genaue Aufgabe im Organismus.

Die Experimente dienen dazu, die Funktion von wichtigen Genen wihrend der
Embryonalentwicklung, bei der Zelidifferenzierung, in der Wachstumskontrolle und im Stoffwechsel
spezialisierter Zellen sowie bei der Entstehung von Tumoren und anderen Erkrankungen zu
analysieren. Solche Fragestellungen lassen sich nicht durch Untersuchungen von Zelllinien
beantworten, sondern nur im intakten Organismus, wo vielfdltige Wechselwirkungen zum Tragen
kommen.

Ziel unseres Projektes ist es, Aufschluss Gber die Funktion wichtiger Gene zu erhalten, indem man die
Aktivitdt dieser Gene gezielt beeinflusst und die Folgen analysiert. Eine solche Modulation der
Genaktivitst kann verschiedene Formen annehmen:

Durch genetische Verdnderung und Kreuzung von Mauslinien erzeugt man Tiere, deren Gene zu
einem definierten Zeitpunkt in bestimmten Geweben wie mit einem molekularen Schalter aktiviert
werden kdnnen, In dhnlicher Weise k&nnen auch Maiuse geschaffen werden, in denen Gene gezielt in
gewiinschten Geweben inaktiviert werden kénnen. Als Ausléser geniigt jeweils die Gabe einer
pharmakologischen Substanz wie Tetrazyklin oder Interferon.

In den letzten Jahren wurden durch gezielte Suche nach Arzneimitteln eine groBe Menge weiterer
Substanzen iscliert und charakterisiert, die in der Lage sind, die Aktivitit bestimmter Gene und ihre
Funktion zu modulieren. Diese pharmakologischen Stoffe wollen wir nun auch dazu benutzen, die
Funktion bestimmter Gene in physiclogischen oder pathologischen Situationen zu stimulieren oder z
u hemmen. Auch Stoffe, die noch weniger genau untersucht sind, sollen auf ihre Effizienz bei der
Beeinflussung der Genaktivitdt untersucht werden.

Als Ergebnis der Experimente stehen der Forschung verfeinerte und zielgenaue Werkzeuge zur
Verfligung, mit denen Gene nach Wunsch hinauf- oder herunterreguliert werden kénnen. Aus den
Folgen kann indirekt auf ihre Funktion bei der Embryonalentwicklung, Zelldifferenzierung und
Tumoerentstehung geschlossen werden.

Im Verlauf des gesamten Projekts werden 1.500 genetische modifizierte Mause verschiedener
Inzuchtstdmme und unterschiedlichen Geschlechts verwendet.

Die notwendige Anzahl der Versuchstiere ergibt sich aus der Vielfalt der experimentellen Ansitze
und den Anforderungen an eine aussagekriftige statistische Auswertung der Versuche. Pro
Experiment werden im Durchschnitt 20 Tiere behandelt und 20 Kontrolltiere benétigt.

Der Einsatz von qualifiziertem und umfassend geschultem Personal sowie die Fachkompetenz der
beteiligten Wissenschaftlerinnen garantieren dafir, dass die Zahl der Tiere und die Schmerzen und
Angste, denen sie ausgesetzt sind, so gering wie méglich gehalten werden.

Fir chirurgische Eingriffe werden die Tiere mittels Inhalationsnarkose betsubt und die Narkosetiefe
laufend Gberpriift. Das Téten von Versuchstieren erfolgt nach erprobten, weitgehend schmerz- und
stressfreien Strandardverfahren.

Durch die Entschlisselung des Genoms von Mensch und Maus wurden zahlreiche neue Gene
bekannt, deren Funktion im Einzelnen oft noch nicht verstanden ist. Gene, die das Wachstum, die
Vermehrung und die Spezialisierung von Zellen kontrollieren, und Gene, die defekte Zellen durch
pregrammierten Selbstmord eliminieren, sind auch an der Entstehung von Tumoren beteiligt. Um die
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Funktionen und Wechselwirkungen dieser Gene und ihren Beitrag zur Entartung zu verstehen, sind
Analysen einzelner Zellen oder Gewebe nicht ausreichend. Fiir diese Fragestellungen sind
Untersuchungen an intakten Organismen unersetzlich.

Als Modell fir die Verhiltnisse beim Menschen werden deshalb Mause herangezogen, deren Erbgut
so verindert ist, dass bestimmte Gene zum gewiinschten Zeitpunkt durch Zugabe chemischer
Substanzen ein- oder ausgeschaltet werden kdnnen. Da der Genotyp und der Phianotyp der durch
dieses Verfahren gentechnisch verénderten Tiere selber der Forschungsgegenstand sind, ist diese
Methode unerlisslich und kann durch keine alternativen experimentellen Ansétze ersetzt werden.

Eine riickblickende Bewertung dieses Projekts erfolgt in den néchsten finf Jahren in jéhrlichen
Intervallen jeweils am 13. Dezember.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Angaben Gber die Projektziele, einschlieRlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Es werden transgene Miuse, die fiir die Erforschung der Rolle von TRPC Kalziumkandlen in der
Entstehung von Herzinsuffizienz und damit verbundener Arrhythmien, geziichtet. TRPC
Kanalproteine  stellen ein potentielles Ziel fir die Prévention  verschiedenster
HerKreislauferkrankungen dar. Zum Verstindnis der moiekularen Rolle von TRPC in frihen Phasen
der kardialen Remodellierung {Anpassung an gesteigerte Belastung) sind Experimente an Herzzellen
und Herzgeweben mit erhshter TRPC Expression, wie sie am Beginn der Entstehung von
Herzerkrankungen beobachtet werden, erforderlich. Die geziichteten M&use weisen eine erhéhte
Expression von TRPC3 im Herzmuskel auf und werden zur Entwicklung neuer Strategien der
Prévention und/oder Therapie der Herzinsuffizienz verwendet,

Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere
1000 Mé&use

Angaben dber die Erfiillung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Herzinsuffizienz und Arrhythmien sind komplexe Erkrankungen, an denen verschiedene Zelltypen
beteiligt sind und in denen eine unterschiedliche Gewebsumgebung eine wesentliche Rolle spielt. Die
unterschiedlichen Zelltypen interagieren untereinander nur im funktionierenden Organismus. Aus
diesem Grund kénnen Fragestellungen nicht in einem isolierten Organsystem oder einer Zellkultur
adressiert werden. Abgeleitet aus in vitro Daten und Daten aus der Literatur wird versucht, die
Anzahl der Miuse in den Versuchsgruppen auf ein Minimum, welches noch eine statistische
Signifikanz erlaubt, zu halten. Gleichzeitig sollen in allen Versuchen immer mehrere Parameter
bestimmt werden, um zusétzliche Versuche zu vermeiden und das vorhandene biologische Material
optimal auszunutzen. Dies wird durch genaue Planung des Versuchsablaufs erreicht. Die Zucht der
Tiere wird so klein wie méglich gehalten, es wird danach getrachtet, dass so wenige Tiere wie
méglich geboren werden, die nicht in Versuche flieRen. Die Uberschaubarkeit der Zucht ermdglicht
auch eine bessere Kontrolle und Versorgung der Tiere, Die Tiere werden von gepriften Tierpflegern
versorgt und in regelmé&Rigen Abstanden tierdrztlich Uberpriift. Fiir das Wohlbefinden der Tiere wird
ihnen Enrichment in Form von Nestmaterial und Tunnel zur Verfligung gestellt.
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2weck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben (iber Projektziele, ainschlieRlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Projektzie! liegt in der Aufkldrung molekularer Mechanismen, die zur Ausbildung von
Autoimmunerkrankungen beitragen. Diesbezlglich wird besonders die Rolle von programmierten
Zelitod hinterfragt. Dies geschieht in der Regel in verschiedenen Experimenten in Zellkultur, wobei
primire Zellen aus Mausstimmen mit erhhter spontaner Autoimmunitdtsneigung und Zelltod-
Defekten isoliert werden. Diese Mausmodelle dienen in weitere Folge auch der Etablierung von
Zuchten die kombinierte modifizierte Allele beinhakten. Wenn angebracht werden diese Tiere auch
bis zur Etablierung von Autoimmunpathologien beobachtet um priméres Zellmaterial zu erhalten.

Da die Tiere einer regelmiBigen Kontrolle unterliegen und ausschlieflich vorzeitig zur
Organentnahme getétet werden, ist die Belastung bestenfalls als Mittel einzustufen. Totung erfolgt
durch Genickbruch, nach Inhalationsnarkose.

2. Art und Anzahi der Tiere
1000 Mduse

3. Erfillung der ,3R” (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung) ‘
Replacement/Vermeidung - Die Verwendung alternativer Methoden ist gegenwartig nur beschréankt
maéglich. Autoimmunerkrankungen sind Pathologien, die in Zellkultur nur in duBerst limitiertem
Masse abgebildet werden kénnen. Der GroRteil der geplanten Untersuchungen nutzt Zellmaterial aus
den erwihnten Mauslinien vor Entstehung der eigentlichen Pathologie.

Reduction/Verminderung — In der Regel werden pro Genotyp maximal 2 Zuchtkéfige verwendet und
die Zahl der erwachsenen Tiere in einer etablierten Kolonie betragt, je nach Bedarf, in der Regel
zwischen 10-20 Tieren.

Refinement/Verbesserung - Die Tiere werden In Gruppen zu je 4-7 Tieren gehalten {sozlale Tiere) und
haben in jedem Kifig Einstreu, Stroh als auch ein Hauschen als Riickzugsméglichkeit. Ménnchen
werden bei Bedarf auch einzeln gehalten, um Verletzungen durch Revierkidmpfe zu vermeiden.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben iber Projektziele, einschlieRlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Kardiovaskuldre Erkrankungen zdhlen weltweit zu den h&ufigsten Todesursachen. Sowoh! fiir die
Stabilitit der vaskuldren Homdostase als auch fiir die Vitalitit der BlutgefaRe ist die Funktionalitst
des Endothels entscheidend. Zu den Hauptaufgaben des Endothels zdhlt unter anderem die
Aufrechterhaltung des vaskuliren Tonus. Durch Stimulation von NO mit einer einhergehenden
endothelabhéngigen Vasorelaxation, hat High-density Lipoprotein (HDL) einen direkten positiven
Effekt auf das vaskuliire Endothel und in weiterer Folge Aufrechterhaltung des normalen Blutdrucks.
Vieles deutet darauf hin, dass die verminderte Funktionalitit von HDL ein deutlicher Risikofaktor fiir
Bluthochdruck und in weiterer Folge koronare Herzerkrankungen sowie Schlaganfall ist. Da die EL die
Struktur und chemische Zusammensetzung von HDL stark verdndert, sollen die Auswirkungen von EL
sowie EL-modifiziertem HDL und EL-generierten Lysophopsholipiden auf Blutdruck untersucht
werden,

2. Art und Anzah! der Tiere

Fir diese Versuche werden verwendet i) Kontrollmause infiziert mit El-bzw. LacZ-Adenovirus um
eine EL-Uberexpression zu erzielen (16 Mause), i) Kontrollméuse injiziert mit humanem Et-und
humanem LacZ-HDL (32 M3use) iil) Kontrolimiuse injiziert mit verschiedenen Lysophospholipiden (40
Mause) und iv) EL-ko bzw. Wildtyp-Littermates {8 Mause fir Blutdruckmessungen und 96 fiir
Stockerhaltung und Bereitstellung der 8 Mause fir Blutdruckmessungen). Insgesamt werden In 3
Jahren 192 Méuse verwendet.

3. Erfiillung der ,,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

~Replace": Unsere in vitro (Zellkultur) und ex vivo (Myography) Studien zeigten eindeutig dass EL
sowie EL-modifiziertes HDL und EL-generierten LPC durch Modulierung der Prostanoid-Synthese und
der NO-Produktion die Mechanismen der Blutdruckregulation stark beeinflussen. Eine Vermeidung
des beantragten Tierversuches ist nicht moglich, da die Fragestellungen, namlich Einfluss von EL, EL-
vermittelter HDL-Modifikationen und EL-generierter LPC auf Blutdruck, trotz zahlreichen Indikationen
aus in vitro und ex vivo Versuchen, nur in vivo zu beantworten sind.

»Reduce”; Die Anzahl der Mause wird auf ein Minimum reduziert. Dies wird erreicht durch (i) genaue
Planung der Versuche und deren Abliufe, sodass in einem Experiment mehrere Parameter
untersucht werden kénnen, (ii} eine genaue Planung der Versuche abgeleitet aus in vitro und ex vivo
Versuchen, damit mit wenigen Tieren eine statistische Signifikanz erreicht werden kann, und (i)
durch die genaue Planung der Zucht, sodass so wenige Tiere wie méglich geboren werden, die nicht
in Versuche integriert werden.

»Refine”: In den geplanten Versuchen soll das Wohlergehen der Tiere bestmiglich verbessert
werden, indem diese verstirkt kontrolliert und versorgt werden. Die Kifige sind mit Enrichment wie
Nestwolle bzw. Papierfalttiicher und Hauschen ausgestattet.
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Zweck des Tierversuchs (gem3R § 5 TVG 2012}): Grundlagenforschung

Angaben tiber die Projektziele, einschlieRlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Es werden transgene Méuse geziichtet, die zur Erforschung des Einflusses des Neuropeptid Y (NPY)-
Systems auf die Darm-Gehirn-Achse benotigt werden. Das NPY-System spielt sowohl fiir die Funktion
des Magen-Darm-Trakts als auch fir die Steuerung des Hungergefihls und des
angstlichkeitsrelevanten und depressionsartigen Verhaltens eine wichtige Rolle. Es ist aufgrund
dieser Eigenschaften anzunehmen, dass das NPY-System ein wichtiger Faktor der Darm-Gehirn-Achse
ist, die fir den Einfluss von Darmsignalen auf emotionale Prozesse im Gehirmn sowie die
Schmerzwahrnehmung wichtig ist, aber noch unzureichend verstanden wird. In den geplanten
Studien wird der Einfluss immunologisch aktiver Metaboliten von Darmbakterien, einer Anderung
des Darm-Mikrobioms und einer milden Dickdarm-entziindung auf das Verhalten sowie auf
neurochemische Parameter der Gehimfunktion untersucht. Die Bedeutung des NPY -Systems flir die
Darm-Gehirn-Achse wird mit Hilfe von transgenen Mausen gepriift, bei denen einzelne
Komponenten des NPY-Systems ausgeknockt sind. Diese Untersuchungen haben groRe Bedeutung
fiir das Verstindnis und die Behandlung des Reizdarmsyndroms und von psychischen Stérungen, die
mit Darmerkrankungen zusammenhangen. :

Anzahi und Art der zu verwendenden Tiere

Es werden 3000 Miuse geziichtet, von denen nur ein geringer Anteil in die Versuche einflieBt. Eine
Erhaltungszucht der aus Australien stammenden Tiere wird mit einer kleinen Anzahl von Mdusen
weitergefiihrt.

Angaben iiber die Erfillung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Nachdem es bei der Thematik der Darm-Gehirn-Achse neben molekularen Fragestellungen immer
um die Interaktion zwischen zwel komplexen Organsystemen {(dem Darm und dem Gehirn} geht, ist
fir die Projektarbeit der Tierversuch unverzichtbar. In den Experimenten, in denen eine Stérung der
Darm-Gehirn-Achse untersucht wird, wird auf eine méglichst geringe Belastung der Versuchstiere
geachtet. Aulerdem wird groRer Wert darauf gelegt, die Projektversuche nur mit jener minimalen
Anzahl an Mausen durchzufiihren, die statistisch notwendig ist, um aussagekraftige Ergebnisse 2u
erhalten. Gleichzeitung werden in allen Versuchen mehrere Parameter bestimmt, um zusétzliche
Versuche zu vermeiden und das vorhandene biologische Material fiir analytische Zwecke optimal zu
nutzen. Dies wird durch die genaue Planung des Versuchsablaufs und das optimale Ausnutzen aller
Ressourcen erreicht. Die Zucht der Tiere wird so klein wie méglich gehalten, da die Uberschaubarkeit
der Zucht eine bessere Kontrolle und Pflege der Tiere ermoglicht. Die Tiere werden von gepriften
Tierpflegern versorgt und in regelmaRigen Abstiinden tierdrztlich Gberpriift. Um das Wohlbefinden
der Tiere zu gewahrleisten, werden ihnen Nestmaterial und Tunnels zur Verfigung gestelit.
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Zweck des Tierversuchs (gemdl § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Varbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

1. Projektziele: Storungen der Nierenfunktion und Nierenversagen sind hiufige und schwer wiegende
Komplikationen bei Patienten mit cholestatischen Lebererkrankungen. Unser Studienziel ist daher die
Pathogenese der choldmischen Nephropathie zu untersuchen um darauf aufbauend innovative
Therapiekonzepte zu entwickeln. Um die Pathobiologie fiir diese spezifischen Tubulusepitheldefekte
und die daraus entstehende tubulointerstitielle Nierenfibrose zu kliren planen wir detaillierte,
longitudinale Studien in Gallengangs-ligierten Miusen, einem speziellen Modell fiir cholestatische
und fortgeschrittene Lebererkrankungen.

2. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere: Fiir dieses Projekt werden insgesamt 874 Miuse
verwendet,

3. Angaben iber die Erfillung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verbesserung der
Verwendung von Tieren). Bei den Experimenten handelt es sich um Untersuchungen von
biologischen Regelmechanismen, die nur in vivo durchgefiihrt werden kdnnen, da sie die
komplizierte Interaktion der erkrankten, cholestatischen Leber mit der Niere im Gesamtorganismus
erfordert. Die in vivo Experimente werden, wenn immer méglich, durch in vitro Untersuchungen
ergénzt werden, Bei der Ersteliung des Versuchsplanes wurde darauf geachtet, dass die Versuche mit
der geringstmoglichen Belastung und kleinstmdéglichen Anzahl an Versuchstieren in einem
stufenweisen Prozess durchgefiihrt werden. In einem ersten Schritt sind die jeweiligen Experimente
mit einer Tierzahl von 5 Tieren pro Gruppe geplant. Nach unseren Erfahrungen sollten diese Zahlen in
einem ersten Schritt zu einer Abschitzung weiterer notwendiger Experimente ausreichend sein. Bei
der Tétung der Tiere werden sdmtliche Gewebe in standardisierter Weise nach Vorkiihlung in
Methylbutan in flissigem Stickstoff und nach Formalinfixierung in Paraffin gelagert, um eventuell
notige Nachbestimmungen unter Minimierung des Tierbedarfs durchfiihren zu knnen. Durch die
Wahl eines stufenweisen Versuchsplanes wie oben angefiihrt ist die Gefahr nicht gerechtfertigter
doppelter  Durchfithrung von  Tierversuchen minimiert. Durch ein sehr prézises
Dokumentationssystem der Tierversuche und gewonnene Gewebe und Kérperfiiissigkeiten haben
wir im Sinne dieser qualititsfordernden MaRnahmen die Verwertungsméglichkeiten der gewonnen
Materialien weiter steigern kdnnen. Die Tiere werden unter Standardbedingungen in Gruppen
gehalten und von ausgebildetem Personal gepflegt. Um das Wohlbefinden zu steigern und den
Zuchterfolg zu erhéhen wird den Tieren Enrichment in Form von Nistmaterial und Hiuschen zur
Verfligung gestellt. Nach operativen Eingriffen werden die Tiere einer Schmerztherapie zugefiihrt
und engmaschig vom Projektpersonal und Tierarzt kontrolliert.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012}): Grundlagenforschung

Stdrungen des Eisenstoffwechsels sind ein hdufiges Problem in vielen Bereichen der Medizin.
Massive Eiseniiberladung kann angeborene oder erworbene Ursachen haben. Angeborene
Eisenliberladung ist die hiufigste Erbkrankheit in Nord-, West- und Mitteleuropa. In diesen Regionen
ist jeder Zwanzigste Trager eines erkrankten Gens (Allels). Auch viele hdmatologische Erkrankungen
oder die hiufige Gabe von Blutkonserven filhren zur Eiseniberladung, wéhrend Eisendberladung
bestimmter Abwehrzellen infolge chronischer Entziindung, Infektionen oder Tumorerkrankungen
auftritt.

Eiseniiberladung kann einerseits zu Organschidden und andererseits zu Infektionen mit
schwerem Verlauf fiihren. In den letzten Jahren ist unser Wissen iber den Eisenstoffwechsel
dramatisch gewachsen. Die wechselseitigen Einfliisse von Immunantwort und Eisenstoffwechsel sind
weniger gut erforscht, obwohl sie fiir den Verlauf von entziindlichen Erkrankungen, Infektionen und
Tumorerkrankungen von grofier Bedeutung sind.

Die kérpereigene Abwehr infektidser Erreger beruht auf dem orchestrierten Zusammenspiel
verschiedener Typen von Abwehrzellen, das durch direkten Kontakt oder durch I8sliche
EiweiBmolekiile gesteuert wird.

Eisen fordert einerseits die Vermehrung von infektidsen Erregern, und beeinflusst
andererseits viele Aspekte der Immunantwort. Immunzellen ben&tigen ausreichende Mengen an
Eisen fiir die Zellteilung und als Kofaktor fiir eine Reihe von antimikrobiellen Abwehrmechanismen.
Andererseits hemmt ein Zuviel an Eisen bestimmte Abwehrmechanismen und verschiebt das
Gleichgewicht von entziindungsférdernden und entziindungshemmenden zu Gunsten der letzteren,
sodass die Elimination infektidser Erreger verschlechtert wird.

Grundlegende Ergebnisse zum Wechselspiel von Eisenstoffwechsel und Immunantwort
kénnen in Zellkulturversuchen {(in vitro) gewonnen werden und wurden fir das beantragte
Tierversuchsvorhaben bereits sorgsam und detailliert erhoben. Um aber auch das orchestrierte
Zusammenspiel verschiedener Gruppen von Immunzellen im Falle einer Infektion eines
eiseniiberladenen Wirtsorganismus mit einem eisenabhangigen Erreger zu erforschen und zu
verstehen, sind erginzend auch in vivo Versuche mit M3usen notwendig.

Unsere Méiuse werden von diplomierten Tierpflegern und einem Tierarzt fachgeraecht
betreut und taglich kontrolliert.

im Rahmen des Projektes erhalten die Miuse Futter mit unterschiedlichem Eisengehalt, um
normale Eisenzufuhr {und somit normalen Eisenstoffwechsel) und Eiseniibertadung wie beim
Menschen zu simulieren. Als Erreger wird eine genau definierte Zahl von Salmonellen verwendet.

Um maoglichst wenig Miuse in das Projekt einschlieBen zu miissen, aber auch gleichzeitig
eine verwerthare statistische Aussage titigen zu kdnnen, werden die Tierzahlen anhand anderer in
diesem Wissenschaftsbereich bereits publizierter Projekte berechnet. AuBerdem besitzt unsere
Arbeitsgruppe auf diesem Gebiet eine langjihrige Erfahrung um die Gruppen so klein wie méglich zu
halten. Insgesamt sollen in mehreren Versuchsreihen 256 Mause in das Projekt eingeschlossen
werden. Maximal 92 weitere M3use kénnten fiir die Zucht der Versuchstiere gebraucht und
genotypisiert werden, wofir die Entnahme einer winzigen Gewebeprobe der Schwanzspitze
notwendig ist.

Eine genaue Datenaufzeichnung und die Messung méglichst vieler Parameter fiihren weiters
dazu, dass die Versuchsreihen nicht unntigerweise wiederholt werden miissen. Die geplante genaue
Datenaufzeichnung wird zu einer deutlichen Verbesserung der Planbarkeit ev. weiterer Projekte
fithren, was auch helfen soll, die verwendeten Tierzahlen weiter zu reduzieren.

Bis zur Applikation der Bakterien werden die Tiere lediglich mittels Futtermodifikation
behandelt und erfahren bis dahin keine Beeintriichtigungen in der Lebensqualitat. Lediglich nach der
Inokulation werden sie fiir einen kurzen Zeitraum einer schweren Belastung ausgesetzt. In dieser Zeit
wird der Gesundheitszustand der Tiere mehrmals tiglich kontrolliert, um gegebenenfalls den
Versuch nach Riicksprache mit dem betreuenden Tierpfleger sowie Veterindrmediziner rechtzeitig
abzubrechen, um die Belastung so gering wie mdglich zu halten. Am Ende des Versuchs werden die
Miuse tief narkotisiert und erwachen nicht mehr aus ihrer Narkose.
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Zusammenfassend soll dieses Projekt heifen, die wechselseitigen Einfllisse von
Immunantwort und Eisenstoffwechsel zu erforschen. Die Ergebnisse sind fiir die Behandlung von
Millionen von Menschen mit erblichen Formen der Eisentiberladung, himatologischen Erkrankungen,
regelméssigem Bedarf an Blutkonserven, chronisch-entziindlichen Erkrankungen, infektionen oder
Tumoren von hoher Relevanz.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spatestens 30. Juni 2017 vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs {(gemiB § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Angaben Uber die Projektziele, einschlieRlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Es werden transgene Mause geziichtet, die fir die Erforschung des Endocannabinoidsystems und der
Rolle von Granulozyten in der Pathogenese von allergisch-entziindlichen Erkrankungen notwendig
sind. Asthma bronchiale ist eine chronische entziindliche Erkrankung der Atemwege, die durch eine
Uberempfindlichkeit des Bronchialsystems und wiederkehrende Episoden einer Atemwegsverengung
gekennzeichnet ist. In vielen Féllen ist die Behandlung dieser Erkrankung schwierig und nicht
sufriedenstellend. Daher ist es unbedingt erforderlich neue pharmakologische Angriffspunkte zu
finden. Eine zentrale Rolle in der Pathogenese des bronchialen Asthmas spielen
Entziindungsmediatoren, die die Einwanderung der Entziindungszellen regulieren. Wenn man diese
Mediatoren selektiv blockiert, so resultieren daraus eine Hemmung der Entziindung und eine
Verhinderung der Asthmaanfille.

Das Projektziel ist es zu untersuchen, ob die Antagonisierung des Cannabinoid Rezeptors CB2 eine
hemmende Wirkung auf eosinophile Granulozyten und somit positive Effekte auf die allergische
Entziindung der Atemwege hat.

Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere:

Es sollen insgesamt 900 Miuse gezichtet werden von denen ein groferer Anteil in Versuche
einflieRen soll {600). Eine Erhaltungszucht mit einer kleinen Anzahl von Miusen wird weitergefiihrt
{300).

Angaben iiber die Erfillung der ,,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Die allergische Entziindung der Atemwege ist eine komplexe Erkrankung, an deren Entstehung
verschiedene Zelltypen beteiligt sind und in denen eine unterschiedliche Gewebsumgebung eine
wesentliche Rolle spielt. Die unterschiedlichen Zelltypen interagieren untereinander nur im
funktionierenden Organismus. Aus diesem Grund kénnen Fragestellungen nicht oder nur schlecht in
einem isolierten Organsystem oder einer Zellkultur adressiert werden, Abgeleitet aus in vitro Daten
und Daten aus der Literatur wird versucht, die Anzahl der Mause in den Versuchsgruppen auf ein
Minimum, welches noch eine statistische Signifikanz erlaubt, zu halten. Gleichzeitung sollen in allen
Versuchen immer mehrere Parameter bestimmt werden, um zusétzliche Versuche zu vermeiden und
das vorhandene biologische Material optimal auszunutzen. Dies wird durch genaue Planung des
Versuchsablaufs erreicht. Die Zucht der Tiere wird so klein wie moglich gehalten, es wird danach
getrachtet, dass so wenig wie mglich Tiere geboren werden, die nicht in Versuche flieRen. Die
{berschaubarkeit der Zucht erméglicht auch eine bessere Kontrolle und Versorgung der Tiere. Die
Tiere werden von gepriften Tierpflegern versorgt und in regelmiRigen Abstiinden tierarztlich
Oberprift. Fir das Wohlbefinden der Tiere wird ihnen Enrichment in Form von Nestmaterial und
Tunnel zur Verfilgung gestelit.
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Zweck des Tierversuchs (geméR § 5 TVG 2012): Ausbildung an Hochschulen oder Ausbildung zwecks
Erwerb, Erhaltung oder Verbesserung von beruflichen Fahigkeiten

1. Angaben iiber Projektziele, einschlieBlich zu erwartender Schaden und Nutzen

In spezialisierten Zentren gibt es heutzutage fast kein Organ, welches nicht laparoskopisch operiert
wird. Somit erweitern die chirurgischen Abteilungen in Osterreich zunehmend ihr Laparoskopie-
Operationsprogramm. Die minimal-invasiven Operationstechniken bedeuten jedoch fiir den
Chirurgen eine durchaus anspruchsvolle Umstellung  seiner  bisherigen Arbeitsweise.
Operationsmannschaften bestehend aus Oberiirzten, in Ausbildung stehenden Assistenzirzten und
Operationsschwestern  von  ésterreichischen Krankenhausabteilungen  unterschiedlichster
Fachrichtungen ( Allgemeinchirurgie, Gynikologie, Urologie) werden an einem narkotisierten Tier die
Md&glichkeit geboten, laparoskopische (=minimal invasive Technik, "Knopflochchirurgie”) Techniken
2u (ben, verschiedene Operationsmanipulationen zu standardisieren und auch den Umgang mit
neuen, jedoch bereits zugelassenen Gerdten zu trainieren. Indem das ganze Team, das spiter
gemeinsam im Operationssaal steht, geschult wird, ist ein zligiges Arbeiten wihrend einer Operation
mdaglich, was auch unnétig lange Narkosezeiten fiir den Patienten verk(irzt, Diese laparoskopischen
Erfahrungen haben einen nachhaltigen Nutzen fiir Patienten, da die minimal-invasive Chirurgie einen
immer wichtigeren Stellenwert einnimmt, und die Patienten vermehrt wiinschen in dieser Technik
operiert zu werden um bei rascher Rekonvaleszenz mit weniger Schmerzen und postoperativen
Komplikationen frithzeitig aus dem Krankenhaus entlassen werden zu kénnen und auch wieder
rascher in den Arbeitsprozess eingegliedert werden kénnen. Nicht zuletzt werden damit auch
verbesserte kosmetische Ergebnisse erzielt, womit die Zufriedenheit der Patienten steigt. Weiteres
werden durch die laparoskopischen Operationen groRe Hautschnitte vermieden, die gehduft zu
postoperativen Bruchbildungen fithren und damit eine weitere Operation nach sich ziehen. Alle zu
Ubenden chirurgischen Eingriffe werden am vollnarkotisierten Tier unter durchgehender
veterindrmedizinischer Aufsicht und Betreuung ausgefiihrt,

2. Art und Anzahl der Tiere
65 Hausschweine (fiir 5 Jahre)

3. Erflillung der ,,3R” (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Wihrend der Eingewdhnungszeit der Tiere wird neben standardméRiger fachkundiger Betreuung
durch geschultes Tierpflegerinnenpersonal zusétzlich zum Wohl der Tiere Enrichment in Form von
Ballen, Gummiringen etc. zur Verfiigung gestellt. Weiters werden die Tiere durch vermehrien
Kontakt an die Tierpflegerinnen und Projektmitarbeiterinnen gewGhnt.

In Anbetracht der héheren Komplikationsraten bei Ubernahme neuer Techniken einerseits und
technikimmanent héheren Fehlerquelien der Laparoskopie andererseits ist der Besuch mehrerer
Operationskurse unumginglich, bevor man selbstéindig mit Sicherheit und Selbstvertrauen an
Patienten laparoskopisch operieren kann ohne die Patienten 2u gefdhrden,

Um dabei die Anzahl der Versuchstiere so gering wie méglich zu halten, werden die verschiedenen
Techniken an mehreren Organen hintereinander durchgefihrt fiir einen maximalen Trainingseffekt.
Aus demselben Grund werden die einfacheren Handhabungen zunichst an Hand eines Trainers
gelibt, =zber schlieRlich kann der komplexe Umgang mit laparoskopischen Geriten an
unterschiedlichem Gewebe, inklusive Blutstillungsmethoden nur an vitalem durchblutetem Gewebe
im Tierversuch geiibt werden.

Das Wohlergehen der Tiere ist uns selbstverstindlich ein groBes Anliegen und unsere
Veterindrmediziner haiten sich durch professionelle Fort-und Weitebildung permanent am
Laufenden um alle Méglichkeiten zur schonenden und wiirdigen Behandlung der Tiere
auszuschopfen.
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Zweck des Tierversuchs {(gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Projektziel:

Ziel dieses Projektes ist es, grundlegende Zusammenhinge von regulierenden physiologischen und
pathologischen Zusténden im Bereich des gastrointestinalen Systems besser zu erkennen und zu
verstehen.

Abwégung von Schaden und Nutzen:

Die Komplexitit von Erkrankungen des Verdauungssystems macht die Verwendung von geeigneten
Tiermodellen zur Erforschung dieser Erkrankungen unerldsslich. Zellkulturexperimente bilden die
Basis des Projektes und sollen durch die Untersuchung im Tier unterstitzt und erganzt werden.
Leider ist es bislang nicht méglich, die vielfaltigen Faktoren eines biologischen Systems allein in der
Zellkultur zu erfassen. Die Erkenntnisse sollen wesentlich zum Verstdndnis und der Regulierung von
gastrointestinalen Erkrankungen beitragen und dadurch die Heilungschancen von Patienten
verbessern.

Anzahl und Art der Tiere: Fir die geplanten Versuche sind 400 Mus musculus vorgesehen. Die
komplette Durchfihrung der Versuchsreihe erfolgt nur, falls bei initialen in vitro Experimenten
positive Daten entstehen und falls die ersten Versuche einen Erkenntnisgewinn liefern.

Vermeidung, Verminderung und Verbesserung:

a.) Es gibt kein In vitro System welches dieses Tiermodell ersetzen kann. Soweit moglich, werden in
vivo Experimente von extensiven in vitro Analysen ergdnzt.

b.) Das Vorgehen erfolgt stufenweise, d.h. es erfolgen Vorversuche und die Versuchsreihe wird nur
dann komplett durchgefiihrt, falls es einen Erkenntnisgewinn gibt. Die Jeweiligen Experimente
beinhalten die minimale Anzahl an notwendigen Tleren, um eine statistische Aussage treffen zu
kénnen. Das Design der Projekte wurde so gestaltet, dass die maximale Information aus jedem
einzelnen Versuchstier erhalten werden kann.

c.) Die Tiere werden artengerecht gehalten und von sachkundigen Tierpflegerinnen betreut. Der
Krankheltsverlauf wird laufend beobachtet und ein Versuch vorzeitig beendet, falls die vorher
definierten Abbruchskriterien eintreffen. Die Versuche werden zum frishest méglichen Zeitpunkt
heendet.

Ziel dieses Projektes ist es letztlich, die pathophysiologischen Zusammenhiange von Erkrankungen des
Magen-Darm Traktes besser zu verstehen, die Last der Erkrankungen unserer Patienten zu lindern

und die Lebensqualitit zu verbessern.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spatestens 30. Juni 2017 vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs (gem3B § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Vorbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

Projektziele: Atiologie und Pathogenese chronischer Gallenwegserkrankungen (Cholangiopathien)
wie der primdr sklerosierenden Cholangitis (PSC), der primar bilidren Zirrhose (PBC) und der sekundar
sklerosierenden Cholangitis kritisch-kranker Patienten {SSC-CIP} sind weitgehend unklar. Das
fehlende Verstdndnis der diesen Erkrankungen zugrundeliegenden Mechanismen erkldrt auch die
bislang nur sehr limitierten medikamentés-therapeutischen Méglichkeiten. Die parasympatische
Innervation von Cholangiocyten erfolgt Gber Fasern des Nervus vagus dessen Endigungen dber
Freisetzung von Acetylcholin einen Muskarin 3 Rezeptor (M3-R) an der basolateralen Membran von
Cholangiocyten aktivieren. Daher planen wir die Bedeutung des M3-R in der Physiologie der
Gallebildung zu studieren und dessen pathophysiologische Relevanz bei Cholangiopathien mit Hilfe
von M3-R Gen knockout Mausen und entsprechenden Kontrollmausen zu kliren. Teil dieses Projekts
ist die Zucht dieser speziellen Mause.

Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere:
Fir obenstehende Projekte werden insgesamt 1160 Miuse geziichtet.

Angaben dber die Erfillung der ,3R* (Vermeidung, Verminderung und Verbesserung der
Verwendung von Tieren).

Bei den Experimenten handelt es sich um Untersuchungen von biologischen Regelmechanismen, die
nur in vivo durchgefihrt werden kénnen, da sie die komplizierte Interaktion der erkrankten,
cholestatischen Leber mit dem Nervensystem im Gesamtorganismus erfordert. Die in vivo
Experimente werden, wenn immer mdglich, durch in vitro Untersuchungen erginzt werden. Bei der
Erstellung des Versuchsplanes wurde darauf geachtet, dass die Versuche mit der geringstmoglichen
Befastung und kleinstmdglichen Anzahl an Versuchstieren in einem stufenweisen Prozess
durchgefiihrt werden. In einem ersten Schritt sind die jeweiligen Experimente mit einer Tierzahl von
5 Tieren pro Gruppe geplant. Nach unseren Erfahrungen sollten diese Zahlen in einem ersten Schritt
zu einer Abschitzung weiterer notwendiger Experimente ausreichend sein. Bei der T&tung der Tiere
werden sdmtliche Gewebe in standardisierter Weise nach Vorkiihlung in Methylbutan in fliissigem
Stickstoff und nach Formalinfixierung in Paraffin gelagert, um eventuell nétige Nachbestimmungen
unter Minimierung des Tierbedarfs durchfiihren zu kénnen. Durch die Wahl eines stufenweisen
Versuchsplanes wie oben angefiihrt ist die Gefahr nicht gerechtfertigter doppelter Durchflihrung von
Tierversuchen minimiert. Durch ein sehr prizises Dokumentationssystem der Tierversuche und
gewonnen Gewebe und Kérperflissigkeiten zusammen mit einem streng standardisiertem Verfahren
haben wir im Sinne dieser qualititsférdernden MaRnahmen die Verwertungsmoglichkeiten der
gewonnen Materialien weiter steigern kénnen. Die Tiere werden unter Standardbedingungen in
Gruppen gehalten und von ausgebildetem Personal gepflegt. Um das Wohlbefinden zu steigern und
den Zuchterfolg zu erhdhen wird den Tieren Enrichment in Form von Nistmaterial und Hauschen zur
Verfiigung gestellt. Nach operativen Eingriffen werden die Tiere einer Schmerztherapie zugefiihrt
und engmaschig vom Projektpersonal und Tierarzt kontrolliert.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012}: Grundlagenforschung
Angaben iiber die Projektziele, einschlieBlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Der vorliegende Antrag betrifft die Erhaltungszucht und Zielzucht fir in Beantragung befindliche
Tierversuche von transgenen Mausstimmen.

Das beantragte Projekt wird die kardiopratektiven Effekte einer kurzfristigen und langfristigen Gabe
von Spermidin untersuchen und die damit verkniipften Mechanismen des strukturellen und
funktionellen Remodelings und der Herzfunktion wihrend des Alterns aufdecken. Die Projektdauer
betrdgt 5 Jahre.

Das beantragte Projekt befiirwortet das innovative Konzept einer Paolyamin-reichen Erndhrung (z.B.
durch Nahrungserginzung bzw. durch natiirliche Lebensmittel mit hohem Spermidin-Gehalt).
Dadurch kénnte die alterungsbedingte kardiovaskulire Dysfunktion verhindert bzw. die
Manifestation einer Herzinsuffizienz im Alter zumindest hinauszégert werden.

Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere

Fir die Zielzucht werden insgesamt max, 5000 Miuse (5 Jahre) geziichtet, von denen nur ein geringer
Anteil in die Versuche einflieBt. Eine Erhaltungszucht wird mit einer kleinen Anzahl von Mausen
weitergefiihrt (2000 Mause, 5 Jahre).

Effekte von Spermidin auf das altersbedingte strukturelle und funktionelle myokardiale Remodeling
werden in C57BI/6J und kardiospezifischen AtgS-defizienten Mausen (Mannchen) untersucht.

Angaben Uber die Erfillung der ,3R” (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Herzinsuffizienz ist ein Syndrom, das nur in vivo auftritt. Ein in vitro Modell fiir die dabei
stattfindenden chronischen Verinderungen existiert nicht. Miuse stellen das kleinstmdgliche
Siugetier dar, welches eine eingehende Untersuchung in vivo erlaubt. Daher ist fiir die Projektarbeit
der Tierversuch unverzichtbar.

In den Experimenten, in denen die Funktion des Atg5 Proteins im Myokard unter physiologischen
Bedingungen und nach Spermidingabe untersucht wird, wird auf eine moglichst geringe Belastung
der Versuchstiere geachtet. AuRerdem wird beriicksichtigt, die Projektversuche nur mit jener
minimalen Anzahl an Mausen durchzufiihren, die statistisch notwendig ist, um aussagekriftige
Ergebnisse zu erhalten. Gleichzeitig werden in allen Versuchen mehrere Parameter bestimmt, um
zusitzliche Versuche zu vermeiden und das vorhandene biologische Material fir analytische Zwecke
optimal zu nutzen. Dies wird durch die genaue Planung des Versuchsablaufs und das optimale
Ausnutzen aller Ressourcen erreicht. Die Zucht der Tiere wird so klein wie moglich gehalten, da die
Uberschaubarkeit der Zucht eine bessere Kontrolle und Pflege der Tiere ermdglicht. Die Tiere werden
von ausgebildeten Tierpflegern versorgt und in regelmaBigen Abstanden tierdrztlich Gberpriift. Um
das Wohlbefinden der Tiere zu gewahrleisten, werden ihnen Nestmaterial und Tunnels zur Verfiigung
gestelit.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenfarschung

1. Angaben iber Projektziele, einschlieflich zu erwartender Schaden und Nutzen

Das Projekt zur Erforschung der "Rolle von anti-inflammatorischen Signalwegen und deren
Modulation von chronischen Entziindungen, Tumorentstehung und Antitumorimmunitiat" mit Hilfe
von Mausmodellen dient in erster Linie dazu, mehr iiber die Interaktion von Zellen, die an der
Immunabwehr beteiligt sind, zu lernen. Dies kann Implikationen haben auf Therapieansitze, die im
speziellen die Antitumorimmunitit betreffen.

Auf der anderen und vielleicht wichtigeren Seite werden spezifisch Effekte von PI3K und mTOR
Defizienz und die pharmakologische Blockierung dieses wichtigen Signalweges, der in der
Tumorentstehung eine wichtige Rolle spielt, untersucht. Es soll gekldrt werden, ob diese
Antitumorbehandlung negative Auswirkungen auf die Immunantwort im Patienten haben kénnte,

2. Art und Anzah! der Tiere
1298 Méuse unterschiedlichen Genotyps

3. Erfiillung der ,,3R" {Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Im Rahmen des Projektes werden vermehrt in vitro Ansitze verwendet, die dann auch erginzend zu
den in vivo Experimenten eingesetzt werden kénnen.

Die bendtigte Tierzahl wurde mittels Fallzahlberechnung so gering wie méglich kalkuliert, wobei eine
Verminderung durch begleitende statistische Analysen angestrebt wird.

Desweiteren wird eine Verminderung der Anzahl durch eine Standardisierung gewihrleistet.
Analgetische Behandlung der Tiere erfolgt, um die Belastung der Tiere herabhzusetzen.

Die Haltung der Tiere erfolgt nach den FELASA Richtlinien in einem "enriched enviranment".

Eine riickblickende Bewertung ist bis spitestens 31.Mai 2019 vorgesehen,
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Zweck des Tierversuchs (geméR § 5 TVG 2012): Ausbildung an Hochschulen oder Ausbildung zwecks
Erwerb, Erhaltung oder Verbesserung von beruflichen Fahigkeiten

Fiir die im Tierversuchsgesetz 2012 (§ 19, Abs. 2) geforderte "Aushildung, Sachkunde und laufende
Schulung” aller Personen, die Tierversuche durchfiihren, werden entsprechende Kurse durchgefiihrt.
im Rahmen dieser Kurse erlernen die Teilnehmerinnen unter fachlicher Aufsicht und Uberwachung in
Kleingruppen von 6-8 Personen den schonenden und verantwortungsvollen Umgang mit
Versuchstieren. Dadurch kénnen Schmerzen, Leiden oder Angste der Tiere weitestgehend minimiert
werden.

Eiir einen Zeitraum von 5 Jahren werden maximal 1.200 Mause und 500 Ratten beantragt, wobei
diese Zahlen erfahrungsgema® nicht erreicht werden. Unter Beachtung der ethischen Grundsitze
wird bei jedem Tier die Notwendigkeit und Angemessenheit der Verwendung gepriift.
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Nichttechnische Projektzusammenfassung {gemaR § 31 TVG 2012)

1. Angaben iiber Projektziele, einschlieRlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Ziel des vorliegenden Experiments ist es, das alte Gehirn im Rattenmodell mittels intravenéser
injektionen von HPL (human platelet lysate; humanes Blutpldttchenlysat) zu verjlingen, d.h die
strukturelle und funktionlle Plastizitit des Gehirns im Alter wiederherzustellen. Weiters soll analysiert
werden, ob "junges" HPL (y-HPL; aus Blut von Blutspendern zwischen 18 und 25 Jahre gewonnen)
bessere Effekte erzielt als Blut von &lteren (o-HPL; 50-65 lahre} Blutspendern Dazu werden jungen (4
Monate} und alten (20 Monate) Ratten jeweils y-HPL und o-HPL intravends verabreicht. Verschiedene
Parameter der Neurogenese und Neuoinflammation, sowie das Verhalten der Ratten werden
untersucht.

Aufgrund bereits publizierter pro-regenerativer Effekte von Blut und HPL in vivo, sowie angesichts von
in unserem Labor erzielten positiven Effekte von HPL auf Proliferation und Uberleben neuronaler
Vorlduferzellen in vitro, wird in den Versuchstieren eine Stimulation der

Neurogenese und eine Verbesserung der kognitiven Fihigkeiten speziell in alten Ratten, welche

durch eine verminderte Lern- und Gedéchtnisleistung gekennzeichnet sind, erwartet.

Eine so erzielte Wiederverjiingung des alternden Gehirns durch Forderung der adulten Neurogenese
und Reduzierung von Entziindungsvorgédngen durch HPL kénnte eine Basis fiir neuronale Reparatur
und Plastizitat im gealterten und auch im neurodegenerativen Gehirn (2B Alzheimer) bieten und dabei
helfen, Therapien zur Behandlung von altersbedingten kognitiven Verlusten und von Demenzen zu
entwickeln.

2. Art und Anzahl der Tiere

Es werden Fischer 344 Ratten verwendet, da dieser Stamm ein gangiges Modell zur Untersuchung
der Neurogenese darstellt. Hinsichtlich der verwendeten Anzahl der Tiere wurde das Projekt so
geplant, dass eine minimale Tieranzahl notig ist. in einem Vorexperiment werden an 2 Tieren pro
Gruppe verschiedene HPL-Konzentrationen {10 pi, 50 ul, 250 pl} getestet. Die erfolgreichste
Konzentration wird im Weiteren verwendet, um die Effekte von y-HPL und o-HPL auf das junge und
alte Rattengehirn zu untersuchen. Da das Experiment Verhaltenstests beinhalten wird, wurde eine
Anzahl von 10 Tieren pro Gruppe angegeben, Es ist allgemein bekannt, dass bei Verhaltenstests das
individuelle Verhalten von Tieren innerhalb einer Gruppe oft stark variiert. Um eventuelle signifikante
Effekte einer Behandiung trotz dieser relativ groRen Streuung aufzudecken, muss die n-Anzahl
vergleichsweise hoch gehalten werden.

insgesamt wird eine Anzahl von 68 Ratten beantragt, um die Effekte von HPL von jungen und alten
Spendern auf Neurogenese, Neuroinflammation und Kognition in jungen und alten Ratten
untersuchen zu kénnen.

Die fiir das Experiment bendtigten F344 Ratten werden bei zugekauft und im Tierlabor an der
gehalten.

3. Erfiillung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Um eine unnétige Verwendung von Tieren in diesem Experiment zu vermeiden, wurden im Vorhinein
bereits so viele Versuche als maglich in vitro in der Zellkultur durchgefiihrt. Die Effekte verschiedener
Konzentrationen von HPL, sowie von speziell fiir eine intravenése Applikation aufbereitetem HPL
{HPL-i{njectable}), auf neurale Stammzellen aus dem adulten Rattengehirn wurden bereits in vitro
ausfiihrlich getestet. Die Verwendung von Tieren ist fiir dieses Projekt jedoch unumgénglich, da die
direkten Auswirkungen von HPL auf verschiedene Prozesse im Gehirn in situ (Neurogenese,
Neuroinflammation) und auf Lern- und Geddchtnisleistung untersucht werden sollen. Die Anzahl der
verwendeten Tiere wird dabei jedoch minimal gehalten. Im ersten Teil des Experiments wird an einer
sehr geringen Anzahl von Tieren (n=2 pro Gruppe) die Vertraglichkeit von HPL sowie die effektivste
Konzentration ermittelt, um im weiteren Versuch, dem Hauptexperiment, nur mehr die wirksamste
HPL-Konzentration zu verabreichen. Um fir eine Verbesserung und Verminderung des Leidens der
Tiere zu sorgen, wird die iv Verabreichung von HPL nicht téglich, sondern 4x im Abstand von jeweils
vier Tagen durchgefiihrt. Das HPL wird dariiber hinaus so aufbereitet, dass eine maximale
Vertraglichkeit erzielt wird. Da HPL zahlreiche, aus den Blutpldttchen stammende pro-thrombotische
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Faktoren enthilt, wiirde bei einer iv Injektion von HPL ein hohes Risiko fiir intravaskulére Koagulation
bestehen. Durch eine vorherige induzierte Blutgerinnung mittels CaCl2 und anschlieRendem
Abzentrifugieren des Koagulats, bleiben in HPL-i die von den Blutplattchen freigesetzen Substanzen
erhalten, die Gefahr einer Blutgerinnung ist jedach gedammit.
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Zweck des Tierversuchs (gemdR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. .

Das Ziel dieses Projekts ist zu untersuchen, welche Rolle die Immunzellen der Haut bei der Auslésung
eines Basalzellkarzinoms einnehmen. Das Basalzellkarzinom ist die meistvorkommende Tumorart der
Haut mit steigender Inzidenz. Unbehandelt iiberwichst dieser Tumor benachbartes Gewebe bis hin
zu fatalen Organschidigungen. Experimentelle Therapien lassen darauf schlieBen, dass die
Immunzellen einen wichtigen Anteil bei der Genese dieser Tumorart ausmachen. Folglich wollen wir
diese entscheidenden Zelltypen identifizieren und untersuchen ob diese fiir eine Immuntherapie
gegen den Tumor nutzbar gemacht werden kénnen. Mit dem erzielten Wissen wollen wir die
Immunzellen der Haut gezielt dazu verwenden, um ein Entstehen bzw. ein Wachstum eines
Basalzellkarzinoms zu verhindern. Wir werden diesen Therapieansatz soweit verbessern, dass ein
Einsatz an Krebspatienten vorstellbar wire.

2.
96 Mause (iber 3 Jahre

3.

»Replace”: Die immunologischen Funktionen, die im vorliegenden Antrag untersucht werden sollen,
kénnen nicht an isolierten Zellen oder Organen untersucht werden. Die untersuchten Funktionen
héngen direkt von den interaktionen von verschiedenen Zelltypen und Organen ab und kénnen nicht
mit in vitro Versuchen erfasst werden. ,Reduce": Wir werden die Anzahl der M3use durch folgendes
Vorgehen auf ein Minimum reduzieren: 1) Die Experimente sind so geplant, dass in einem
Versuchsablauf mehrere Parameter untersucht werden kénnen. 2) Die mdglichst genaue Definition
der Versuchsabldufe reduziert die Zahl der Tiere um eine statistische Signifikanz zu erreichen. Die
Definition der Versuchsablaufe konnte gréRtenteils durch in vitro Versuche erreicht werden 3) Die
Zucht der bendtigten Tiere wird so angelegt, dass so wenig Tiere wie méglich geboren werden die
man nicht fir die Versuche benétigen wiirde. ,Refine": In den geplanten Versuchsabliufen soll durch
verstirkte Versorgung und Kontrolle der Tiere ein bestmégliches Wohlergehen gewihrleistet
werden.
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Im Rahmen dieses Projekts planen wir die biologische Rolle von antl-apoptotischen Proteinen
welchen eine bestitigte Rolle in der Pathogenese verschiedener Tumorerkrankungen als auch bei der
Entwicklung von Immundefizienz und Autoimmunitdt zugeschrieben wird in der anit-viralen
Immunantwort zu untersuchen. Bei den geplanten Analysen sollen insgesamt 375 genetisch
modifizierte M3use verwendet werden, um den Einfluss verinderter Proteinniveaus auf die
Funktionalitit des Immunsystems kurz-und langfristig zu untersuchen. Mit diesen Versuchen kdénnen
eine Reihe neuer Erkenntnisse, besonders was die Rolle dieser Gene in antiviraler Abwehr anbelangt,
gewonnen werden. Dieses Wissen soll verwendet werden die Behandlung akuter und chronisch
viraler Erkrankungen zu verbessern.

Vermeidung: Die Verwendung alternativer Methoden ist gegenwiirtig nur beschriankt moglich.
Sowohl Autoimmunitit, Inmundefizienz und maligne Erkrankungen des Bluts sind multifaktorielle
pathologien, die in Zellkultur nur in duBerst limitiertem Masse abgebildet werden kénnen. Der
GroBteil der von uns geplanten Untersuchungen nutzt priméres Zelimaterial aus den erwdhnten
Mauslinien kurz nach viraler Infektion.

Verminderung: in der Regel werden nur so viele Tiere verwendet, die nétig sind, um statistisch
signifikante Unterschiede zuverldssig erkennen zu kdnnen.

Verbesserung: Die Tiere werden in Gruppen zu je 4-7 Tieren gehaiten (soziale Tiere) und haben in

jedem Kifig ein Hauschen & Stroh als Riickzugsmaglichkeit. Minnchen werden nach Bedarf auch
einzeln gehalten, um Verletzungen durch Revierkdmpfe zu vermeiden.
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Zweck des Tierversuchs {gemiR § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Varbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

Eine méglichst frithe Diagnosestellung stellt bei vielen Erkrankungen des Menschen bis heute eine
groBe Herausforderung dar. Die Forschungsergebnisse der letzten Jahre brachten neurologische
Erkrankungen in Zusammenhang mit krankhaften Proteinverénderungen. Die aktuelle Studie setzt
Bildgebungsmethoden wie Magnetresonanz-und Positronen-Emissions-Tomografie in speziellen
Méusen ein und soll dazu beitragen den Krankheitsverlauf zu verfolgen und potentielle
Krankheitsanzeichen friiher als solche zu erkennen. Es ist geplant 540 M3use innerhalb von 3 Jahren
fiir diese Studie zu verwenden.

Es gibt kein in vitro-System, um diese Tierversuche zu ersetzen.

Es wird wéhrend allen Experimenten groBer Wert darauf gelegt, dass Strass und Schmerzen der
Mause so gering wie mdglich gehalten werden.

Alle M3use werden in Gruppen gehalten und téglich von geschulten Tierpflegerinnen sorgféltig
betreut und tierdrztlich tiberwacht.

Alle Eingriffe werden von erfahrenen Personen bei tief narkotisierten Mausen mit anschlieRender
Behandlung durch Schmerzmittel durchgefiihrt, sodass die Tiere keinerlei Schmerzen oder Leiden
verspliren.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben {iber die Projektziele, einschlieRlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Die Fabry Erkrankung, die nach neuen Studien mit einer Inzidenz von 1:4000 Geburten in Osterreich
vorkommit, ist eine lebensverkiirzende, metabolische Erkrankung, die verursacht wird durch einen
genetischen Defekt der lysosomalen a-Galactosidase A. Bereits in friihen Erkrankungsstadien treten
brennende Schmerzen auf, deren Ursache bisher nicht aufgeklirt ist. Die Pathophysiologie der
Schmerzen beim M. Fabry ist gréRtenteils unbekannt, und die Erfolge bei der Behandlung von
FabrySchmerzen durch Enzymersatz sind unzufriedenstellend. Wir erwarten, im Rahmen des
vorliegenden Projekt neue Erkenntnisse zu gewinnen und zu verstehen, wie Fabry assoziierte lipide
zum FabrySchmerz beitragen. Die Charakterisierung von a-Gal A-/0 Miuse stellt das geeignete
Modell fir die Aufklirung der Mechanismen des Fabry-Schmerzes dar. Da Ziel ist aus den hier
gewonnenen Erkenntnissen geeignete Behandlungsstrategien fiir Fabry-Patienten zu entwickeln, um
dessen Schmerzen besser behandeln zu kénnen.

2. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere
75 a-Gal A-/0 Miuse und 75 C57BL/6J Méuse.

3. Angaben iiber die Erflllung der ,3R" {(Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung).

Zum Vermeidung von Tierversuchen werden erstmals elektrische Ableitungen an zelluliren Modellen
(Nozizeptoren in Kultur) und Haut-Nerv-Praparaten von getdtete Mdusen durchgefiihrt. Um diese in
vitro erhobenen Befunde zu validieren, werden 30 Méause bendtigt. Die geplanten Tierversuche in
diesem Antrag sind hiufig verwendete Verhaltenstests, die fir wenige Sekunden geringe oder
mittlere Belastung fiir die Tiere darstellen, aber keine andauernden Schmerzen.
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Ziel dieser Studie ist die Austestung 12 neuer Acetylcholinrezeptor-Agonisten zur Behandiung der
Alzheimer'schen Krankheit. Fir die Austestung wird in wildtyp Miuse mit Pentobarbitalinjektion
Hypothermie induziert und dadurch der Phosphorylierungsstatus des Tau Proteins im Gehirn erhéht. Die
vorherige Behandlung der Miuse mit einem Acetylcholinrezeptor-Agonisten soll die Tau Phosphorylierung
verhindern. Der Effekt der Substanzen wird durch die Analyse des Tau Phosphorylierungsstatus mittels
biochemischer und histologischer Methoden analysiert,

Schaden und Nutzenabklirung: in der heutigen Zeit stellt die Alzheimer’sche Erkrankung (AD) die hiufigste
altersbedingte Demenz in den Industrielindern dar. Neben Herzkreislauf Erkrankungen und Krebs zihien
vor allem neurodegenerative Erkrankungen wie die Alzheimer'sche Erkrankung zu den schwerwiegendsten
Krankheiten des 20. und 21. Jahrhunderts. Je &lter Menschen werden, umso hufiger erkranken sie an der
Aizheimer'schen Krankheit - einer fortschreitenden, degenerativern und unheilbaren Gehirnstérung.
Betroffen sind etwa 3 % der Bevélkerung von 65-74 Jahren, 20 % der von 75-84 Jahren und 50 % der liber
85-jdhrigen. Ungefihr 15 Prozent der &sterreichischen Bevidlkerung sind 65 lahre und ilter, Heutigen
Schétzungen zufolge leiden in Osterreich ca. 300 000 bis 700 000 Menschen an einer Form von Demenz, mit
einem 50 Prozent Anteil an der Alzheimer Krankheit. Bei der Alzheimer Erkrankung kommt es zu starken
Gedéchtnis-und Orientierungsverlusten. Im Friihstadium ist die Erkrankung nicht erkennbar, so dass auch
keine effektiven Méglichkeiten der Diagnose oder Therapie zur Verfiigung stehen.

In dieser Studie soilen neue Substanzen gefunden werden, um die Alzheimer Erkrankung erfolgreich zu
therapieren. Der Nutzen iiberwiegt dem Schaden am Tier, da durch die Austestung einer Substanz gegen
die Alzheimer Erkrankung ein neues Medikament entwickelt werden soll, das in weiteren Schritten als
Therapie zur Verfiigung stehen soll.

Zahl und Art der zu verwendenden Tiere:
Fur diese Studie werden 300 nicht transgene Mause beantragt.

Nachweis Uber die Erfiillung der Anfarderung von Vermeidung, Verminderung und Verbesserung:

Um die Alzheimer Erkrankung erfolgreich zu behandeln ist es unabdingbar auf Tiermodelle zuriickzugreifen,
Ersatzmethoden kénnen zwar Ansitze liefern, doch um die Wirkung von Substanzen in weiteren Schritten
2u testen, ist es erforderlich sie bei Tiermodellen einzusetzen. Nur so kénnen die Substanzen dann in
weiteren Schritten am Menschen

getestet werden und sie schlussendlich Marktreife erlangen. Die Tiere stehen unter sténdiger tierdrztlicher
Kontrolle.
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Zweck des Tierversuchs [gemiB § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Vorbeugung, Diagnose oder 8ehandlung von Krankheiten

Spezielle Miuse, die die Pathologie humaner Krankheiten widerspiegein sind wichtig um die
Pathogenese der humanen Krankheiten zu untersuchen und neue Therapieoptionen zu definieren.
Das aktuelle Forschungsprojekt beschiftigt sich mit der Analyse einer neuen Therapiemoglichkeit
bei Miusen die eine Gehirnkrankheit dhnlich wie der Mensch entwickeln.

im aktuellen Projekt ist die Verwendung von 60 Mdusen {iber den Zeitraum von drei Jahren geplant.
Es gibt kein alternatives System, um diese Studien durchzufiihren.

Es wird wahrend der gesamten Versuchsdauer groRer Wert darauf gelegt, dass Stress und Leiden
der Miuse so gering wie méglich gehalten werden.

Alle Miuse werden in Gruppen gehalten und taglich von geschulten Tierpflegerinnen sorgfaltig
betreut und tierdrztlich Giberwacht.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Zu frith geborene Kinder leiden haufig unter lebenslangen Beeintrichtigungen aufgrund einer
Schidigung des Gehirnes in der Neugeborenenperiode. Derzeit gibt es keine kausalen Therapien und
die motorischen und kognitiven Handicaps stellen eine hohe Belastung fiir die betroffenen Famiiien
dar. Im Rahmen dieses Projektes wird ein spezieller Wirkstoff an neugeborenen Miusen getestet. Die
Mause werden zu diesem Zweck narkotisiert und verspiiren keine Schmerzen. Eine dauerhafte
Trennung vom Muttertier ist dazu nicht notwendig. Tagliche Betreuung und Kontrolle der Tiere wird
durch geschultes Tierpflegepersonal durchgefiibrt. Die Analysen erfolgen schrittweise, um eine
méglichst geringe Anzahl an Tieren zu erzielen (max. 342 Mause). Die Verabreichung dieser Substanz
hat bereits positive Ergebnisse in mehreren Untersuchungen gezeigt. Der Wirkungsmechanismus ist
jedoch unklar. Die Untersuchung desselbigen ist unser Ziel, um Haupt- und Nebenwirkung dieses
vielversprechenden Wirkstoffes analysieren zu kénnen, und damit einen Schutz vor Schiddigungen
des Gehirnes von Frilhchen entwickeln zu kénnen.
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Zweck des Tierversuchs {(gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Paarungspriferenzen sind im Tierreich weit verbreitet und es besteht die Méglichkeit, dass neben
direkten Vorteilen soicher Préferenzen auch indirekte genetische Vorteile fir die Nachkommen
entstehen. Einige experimentelle Laborstudien haben bereits Hinweise darauf geliefert, dass solche
genetischen Vorteile tatsichlich existieren und es fir Fortpfianzungssrate und/oder Fitness {(d.h.
Lebenszeitfortpflanzungserfolg) der Nachkommen eine Rolle spielt, ob Tiere sich mit ihrem
bevorzugten (P) oder nicht bevorzugten {NP) Partner verpaaren kénnen. Detaillierte Studien Gber
swei oder mehr Generationen hinweg sind jedoch nicht existent. Hier soll erstmalig am Organismus
des dreistacheligen Stichlings {Gasterosteus aculeatus) untersucht werden, ob Nachkommen aus P
versus NP Verpaarungen sich in ihrer genetischen Qualitit, die sich unter anderem in der
Immunantwort der Tiere niederschlagen sollte, unterscheiden. Zu diesem Zweck werden adulte
Fische aus P oder NP Familien, die bereits auf ihre Uberlebensrate, ihre Kondition und ihre
Reproduktionsleistung getestet wurden, zusdtzlich mit einem Bakterium, Aeromonas hydrophila,
infiziert, um zu untersuchen, ob sich P und NP familien in ihrer Resistenz gegen das Bakterium
unterscheiden. Die potentiellen Auswirkungen der Infektion auf die Fische erstrecken sich von
Lethargie, beeintrachtigtem Gleichgewicht, Hautldsionen und -fiule bis hin zum Tod. Es ist zu
erwarten, dass diese Studie wichtige, neue Erkenntnisse zur Bedeutung von Paarungspraferenzen
liefert. Insbesondere soll sie die Frage beantworten, ob Partnerwahl die Fihigkeit der Nachkommen
Infektionen zu widerstehen erhdht und somit indirekte genetische Vorteilen hat.

Die genetische Qualitat zeigt sich bei einer Vielzahl von Tieren maBgeblich in der Leistungsfahigkeit
des Immunsystems und Paarungspartner werden oft derartig ausgewahit dass fir die Nachkommen
die bestmégliche Immunabwehr entsteht. Eine Herausforderung des Immunsystems ist daher eine
der wichtigsten Methoden um die Auswirkungen von partnerwahl auf die genetische Fitness der
Nachkommen zu testen. Die daraus gewonnenen Erkenntnisse konnen daher nicht durch andere
Methoden in gleichem MaRe erhalten werden.

Durch eine Optimierung der Versuchsplanung ausgehend von bestehendem Wissen Gber die
Anwendung von A. hydrophila bei Fischen und Vorversuchen (n=30) beim Stichling wird im
endgiiltigen Versuch nur jenes Mindestmal an Tieren (realistische Spanne von 90 bis maximal 453)
infiziert werden das nétig ist, um die statistische Relevanz der Ergebnisse zu sichern. Wenn der
Vorversuch zeigt, dass die Mindestanzahl von 30 Fischen ausreicht, dann wird keine zusétzliche Zahl
an Tieren infiziert werden. Ebenso wird der Schweregrad der Infektion begutachtet und nur soweit
gesteigert werden dass relevante Ergebnisse erhalten werden kénnen. Ein exaktes Monitoring der
Fische, die zur Erhdhung des Wohlbefindens wihrend des Versuchs in den ihnen zeitlebens
gewohnten Tanks verbleiben, wird sowohl! auf Stressanzeichen als auch Infektionssymptome hin
mehrmals tiglich durch fachkundige Personen stattfinden, um sicher zu stellen, dass jegliches
unndtige Leid erkannt und daher vermieden bzw. ein weiteres Fortschreiten verhindert werden
kann.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spatestens 30, April 2016 vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs (gemdR § 5 TVG 2012): Grundiagenforschung
Bedeutung des Projektes und Projektziele

Die Eisenmangelandmie (IDA) und die Animie der chronischen Erkrankung (ACD) zdhlen zu den
weltweit hiufigsten Erkrankungen. Wihrend die Eisenmangelandmie die haufigste Anamieform in
Entwicklungsldndern darstellt, stellt die Andmie der chronischen Erkrankung die hiufigste Form der
Blutarmut bei hospitalisierten Patienten dar und gilt in industrieldndern als hdufigste Andmieform.
Eine Andmie stellt einen wesentlichen Einflussfaktor auf die Mortalitdt und Morbiditit von Patienten
dar. Entsprechend kann nur eine richtige Therapie zu einer erheblichen Verbesserung des
Wohlbefindens und Uberlebens von Patienten beitragen. Gerade bei komplexen Formen der Andmie,
wie sie sehr haufig bel multimorbiden oder chronisch kranken Patienten zu finden sind, stehen
derzeit nur begrenzte Therapieoptionen zur Verfliigung, welche teilweise mit erheblichen
Nebenwirkungen verbunden sind.

Um neue Therapieoptionen anbieten zu kénnen, bedarf es eines ausreichenden
Verstdndnisses der Pathogenese der verschiedenen Andmieformen. Dabei liegen den beiden
héufigsten Formen der Andmie, der ACD und IDA, pathologische Veridnderungen des
Eisenstoffwechsels zu Grunde. Das Verstindnis der Reguiationsmechanismen des Eisenstoffwechsels
konnte in den letzten Jahrzehnten deutlich verbessert werden. Dessen ungeachtet wurden durch die
neuen Erkenntnisse auch neue Fragestellungen aufgeworfen, die es zu kldren gilt, bevor neue
Therapieoptionen in ihrer Sicherheit und Effektivitit fiir die Patienten ausreichend beurteilt werden
kénnen.

In dem vorliegenden Projekt, in das iber einen Zeitraum von 2,5 Jahren 84 Maiuse

eingeschlossen werden sollen, beschreiben wir verschiedene Experimente, die dazu dienen sollen die
Regulation von Hepcidin, das als zentraler Regulater des FEisenstoffwechsels einen der
vielversprechendsten Therapieangriffspunkte zur Behandlung komplexer Formen der Andmie
darstellt, zu untersuchen. Bei den Versuchen wird die geringste mogliche Anzahl an Versuchstieren
verwendet werden.
Die Tiere werden von diplomierten Tierpflegerinnen und einem Tierarzt fachgerecht betreut und
taglich kontrolliert, Es wird stets auf eine méglich geringe Belastung der Tiere geachtet, Anhand einer
ausfihrlichen Probengewinnung zum Versuchsende sollen méglichst viele Parameter erfasst werden
um unndtige Wiederholungen der Versuchsreihen zu vermeiden. Zusammenfassend soll die
Tierversuchsreihe dazu dienen Regulationsmechanismen der Eisenhomeostase und damit neue
Therapieoptionen bei der Behandlung von Anidmien besser verstehen zu kénnen. Durch eine
Etablierung neuer Therapieoptionen bel der Anamiebehandiung besteht die Hoffrung zahlreiche
Patienten, welche bis dato nur mittels komplikationsbehafteter Therapien wie der
Erythrozytensubstitution oder Erythropoietingabe behandelt werden kénnen, schonender und
besser therapieren zu kdnnen und eine signifikante Verbesserung des Krankheitsbildes bei diesen
betroffenen Patienten zu erreichen.

2014/Q1 Seite 97



Zweck des Tierversuchs (gem3R § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Vorbeugung, Diagnose oder Behandiung von Krankheiten

in dem vorliegenden Projekt werden neue radioaktiv markierte Verbindungen entwickelt, die als
Grundlage fir radicaktive Arzneimittel zur bildgebenden Diagnostik mittels der sogenannten
Pasitronen-Emissions-Tomographie (PET) dienen sollen. In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass
insbesondere metallische Radionuklide wie Gallium-68 und Zirkonium-89 sehr vielversprechende
Eigenschaften fiir die PET haben. Die dabei verwendeten Molekiile sollen moglichst spezifisch in
Krankheitsprozesse eingeschleust werden, um diese sichtbar zu machen. Die in diesem Projekt
entwickelten Verbindungen beinhalten eine neuartige Struktur zur Bindung von Gallium und
Zirkonium und sind hochspezifisch auf Zielstrukturen gerichtet, wie sie vor allem auf Tumorzellen
vorkommen. Dadurch kénnte eine sensitive Darstellung von Tumoren in Patienten méglich sein. Die
Molekiile werden in aufwindigen Experimenten im Labor mittels Zellkulturen und
hochempfindlichen Analysenmethoden getestet und die vielversprechendsten Kandidaten
ausgewihit. Jedoch kénnen bestimmte, fiir die Bildgebung wesentliche Eigenschaften, im Speziellen
die Verteilung und Anreicherung in Tumorzellen in einem Organismus, nicht ausschlieBlich im
Reagenzglas getestet werden. Zu diesem Zweck dienen die hier beantragten Tierversuche. Diese
werden an Miusen durchgefihrt - einerseits in normalen, gesunden Tieren und andererseits in
Tumormodellen. Fiir die Tumormodelle werden Nacktmausen Tumorzellen injiziert und nach ein paar
Wochen wiichst an der Injektionsstelle ein subkutaner Tumor. Bevor diese Tumore eine Groke
erreichen, die fir das Tier starker belastend sind, werden die selektierten radioaktiv markierten
Molekiile verabreicht. Die Radioaktivitdtsmenge ist dabei so gering, dass es fiir die Tiere keinerlei
Belastung darstellt. Nach vorher bestimmten Zeitpunkten (1 bis 4 Stunden) werden die Tiere getotet
und die Radioaktivititsvertellung gemessen. Die Lénge der Versuche stellt dabei fir die Tiere eine
geringe Belastung dar. Insgesamt sind fiir diese Versuche maximal 130 Mause beantragt, um die
vorgesehenen Aussagen, namlich ob sich die entwickelten Verbindungen potentiell zur Bildgebung
bel Tumorpatienten eignen, wissenschaftlich fundiert zu beantworten. Die Zahl ist dabei vor allem
auch von den derzeit laufenden Vorversuchen im Labor abhingig und solite idealerweise deutlich
darunter liegen. Um die Zahl der Versuchstiere so gering wie moglich zu halten, gibt es im Rahmen
des Projekts zusitzlich Kooperationen mit anderen Universititen, wo ein neues bildgebendes
Verfahren {Micro-PET) eingesetzt wird, um dynamische Radioaktivitdtsaufnahme-Studien in der
Maus durchzufithren.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1.) Tumorwachstum geht immer mit dem Versagen der Immunantwort des Patienten gegeniiber dem
Tumor einher, was zur Foige hat, dass entartete Zellen liberhaupt erst zu Tumoren auswachsen
kénnen. Wir entwickeln neue Therapien, mit deren Hilfe das patienteneigene Immunsystem im
Kampf gegen den Tumor unterstiitzt wird. Dazu behandeln wir Miuse mit verschiedenen
Tumorarten, die auch beim Menschen vorkommen, mit Kombinationstherapien aus bereits
bekannten und in der Klinik eingesetzten Medikamenten und neuen Methoden, die eine verbesserte
Immunabwehr gegeniiber den Tumorzellen bewirken. Ziel unserer Arbeit ist es eine mdglichst
nebenwirkungsarme Therapie zu finden und mit dieser die Heilungschancen der Versuchsmiuse und
in weiterer Zunkunft der Krebspatienten zu verbessern.

2.) Maximal werden dazu 1625 Versuchstiere (Mause) eingesetzt. Diese stammen aus Eigenzucht
oder werden von einem anerkannten und behérdlich kontrolliertem Zichter zugekauft, in einer
genehmigten Tierversuchseinrichtung unter tiersirztlicher Aufsicht gehalten und von dazu
ausgebildeten Tierpflegerinnen und Wissenschaftlichen Mitarbeiterinnen betreut.

3.) Die Wirkungsweise und Theorie unserer neuen Therapie wird soweit als méglich in
Zellkulturversuchen ex vivo (ausserhalb eines Lebewesens) gepriift. Jedoch sind auch Tierversuche
notwendig, da es um die Beeinflussung komplexer tmmunologischer Zusammenhinge geht, die nur
in einem lebenden Organismus untersucht werden kénnen. Der Schweregrad der geplanten
Tierversuche wird als "mittel" bewertet. Die Tiere werden jeden Tag auf ihr Befinden hin untersucht
und bei schlechtem Befinden vorzeitig schmerzlos getétet, Die Totung der Tiere erfolgt mittels
terminaler COy-Inhalation und zervikaler Dislokation durch geschulte Personen.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben (iber Projektziele, einschlieBlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Bei den geplanten Untersuchungen sollen genetisch modifizierte M3use verwendet, um den Einfluss
von eines Zelltod hemmendes Proteins auf die Funktionalitdt des Immunsystems zu untersuchen.
Insbesondere soll dabei der Beitrag von einem antiapoptotischen Protein auf die adaptive
Immunantwort und bei der Entstehung von Autoimmun-Pathologien untersucht werden.
Uberexpression dieses Proteins wurde im Vorfeld als potentieller Faktor bei der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen beim Menschen beschrieben. Bisher wurden jedoch keine funktionellen
Analysen durchgefiihrt, welche die Relevanz erhdhter Expression bei Patienten mit SLE hinterfragt
haben. Sollte ein entscheidender Beitrag dieses Gens bei diesen Prozessen bestitigt werden, dann
kénnten Antagonisten als potentielle Therapeutika von Autoimmunerkrankungen in Betracht
gezogen werden. Daher soll die Immunantwort in Mausen mit verinderter Expression von diesem
Protein in Immunisierungsstudien (vergleichbar zu einer impfung) untersucht werden.

Die Belastung der Tiere nach Immunisierung {Vergleichbar mit impfung) ist als gering einzustufen.
Totung erfolgt durch Genickbruch, nach Inhalationsnarkose.

2. Art und Anzahl der Tiere
238 Mduse

3. Erfiillung der ,,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Replacement/Vermeidung - Immunantworten sind komplex regulierte Prozesse, die in Zellkultur nur
in SuRerst limitiertem nachgeahmt werden kénnen. Die Fahigkeit Antikérper zu bilden kann nur in
einem passenden Tiermodell untersucht werden.

Reduction/Verminderung - Es wird die minimale Zahl an Tieren Immunisiert/geimpft um eine
statistisch signifikante Aussage treffen zu kénnen.

Refinement/Verbesserung - Die Tiere werden in Gruppen zu je 4-7 Tieren gehalten (soziale Tiere) und
haben in jedem Kafig Einstreu, Stroh als auch ein Hiuschen als Riickzugsmbglichkeit.
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Ziel der Studie: In dieser Studie sollen transgene Niemann Pick Typ C Miuse und wildtyp Tiere oral mit
einer Testsubstanz behandelt werden. Die Tiere werden anschlieRend im Verhalten ausgetestet und
euthanisiert, Die Gewebe werden dem Sponsor zur weiteren Aufbereitung und Analyse geschickt. Durch die
Behandlung mit der Testsubstanz sollen die Symptome der Niemann Pick Typ C Erkrankung reduziert
werden. Durch diese Studie soll es méglich sein ein neues Arzneimittel gegen die Niemann Pick Typ C
Erkrankung zu entwickeln.

Schaden und Nutzenabkldrung: Die Niemann Pick Typ C Erkrankung ist eine Erkrankung, die sowohl im
Kindesalter bis spdtem Erwachsenenalter auftreten kann. Sie ist durch eine groRe Bandbreite an
neurologischen Symptomen charakterisiert: u.a. zerebellire Ataxie, Krampfanfille, progrediente Demenz,
spastische Léhmung und Depression. Weitere Symptome sind cholestatischer Ikterus und ausgeprigte Milz-
und LebervergroBerungen, die bis zu Leberversagen fiihren kénnen. Bis heute gibt es keine spezifische
Therapie dagegen. Die Gesamthaufigkeit aller lysosomaler Speicherkrankheiten {Niemann Pick Erkrankung
Typ C inbegriffen) liegt bei etwa 1:7000 bis 8000 Neugeborenen. Durch diese Studie und durch die
Behandlung der Tiere mit einer Testsubstanz und Charakterisierung im Verhalten sollen in einem weiteren
Schritt neue Arzneimittel gegen die Niemann Pick Erkrankung Typ C auf den Markt kommen. Der
Schweregrad dieses Tierversuches wird als gering eingestuft, da sowohl die orale Behandlung als auch die
Verhaltenstests nur eine geringe Belastung fiir das Tier darstellen.

Zah! und Art der zu verwendenden Tiere:
Fir diese Studie werden 300 transgene Morbus Pick Typ C Miuse und 60 nicht transgene Miuse beantragt.

Nachweis iiber die Erfiillung der Anforderung von Vermeidung, Verminderung und Verbesserung:

Um die Niemann Pick Typ C Erkrankung erfolgreich zu behandeln, ist es erforderlich auf Tiermodelle zuriick
zu greifen. Ersatzmethoden wie 2.b. Zellkulturen kénnen zwar Ansétze liefern, fiir weitere Schritte miissen
jedoch Tiermodelle zum Einsatz kommen um méglichst vergleichbare Resultate zurm Menschen zu erzielen.
Bis heute gibt es keine effiziente Therapie gegen die Niemann Pick Typ C Erkrankung. Nur durch die
Verwendung von neuen Tiermadellen kann es méglich sein, neue und effiziente Medikamente gegen die
Erkrankung zu testen.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben iiber Projektziele, einschlieRlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Projektziel liegt in der Aufklirung molekularer Mechanismen, die zur Tumorentstehung und
Therapieresistenz als auch zur Autoimmunitdt beim Menschen beitragen. Diesbeziiglich wird
besonders die Rolle von programmierten Zelltod hinterfragt. Dies geschieht in der Regel in
verschiedenen Experimenten in Zellkultur, wobei primare Zellen aus Mausstdmmen mit Zelltod-
Defekten isoliert werden. Diese Mausmodelle dienen in weitere Folge auch zur Etablierung von
Zuchten die kombinierte modifizierte Allele beinhalten.

Da die Tiere einer regeiméRigen Kontrolle unterliegen und nur zur Organentnahme getStet werden,
ist die Belastung als Gering einzustufen. Tétung erfolgt durch Genickbruch, nach Inhalationsnarkose.

2. Art und Anzahl der Tiere
540 Mause

3. Erfiillung der ,,3R” (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Die Verwendung alternativer Methoden ist gegenwirtig nur beschrankt moglich. Immundefizienzen,
Autoimmuniit und Krebserkrankungen sind Pathologien, die in Zellkultur nur in duerst limitiertem
Masse abgebildet werden kénnen. Der Grofteil der geplanten Untersuchungen nutzt Zellmaterial aus
den erwihnten Mauslinien vor Entstehung der eigentlichen Pathologie.

In der Regel werden pro Genotyp maximal 2 Zuchtkifige verwendet und die Zahl der erwachsenen
Tiere in einer etablierten Kolonie betrigt, je nach Bedarf, in der Regel zwischen 10-20 Tieren.

Die Tiere werden in Gruppen zu je 4-7 Tieren gehalten (soziale Tiere} und haben in jedem Kéfig
Einstreu, Stroh als auch ein Hiuschen als Riickzugsmdglichkeit. Mannchen werden bei Bedarf auch
einzeln gehalten, um Verletzungen durch Revierkdmpfe zu vermeiden.
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Zweck des Tierversuchs {gemdB § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Vorbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

1. Angabe (iber Proiektziele. Bedeutung des Projekts

Die Chronisch Lymphatische Leukdmie (CLL) ist in den westlichen Landern die hdufigste
Leukdmieform im Erwachsenenalter. Die CLL ist eine heterogene Erkrankung mit sehr
unterschiedlichem klinischem Verfauf und ist in fast allen Fallen unheilbar, sodass es selbst nach
erfolgreicher Therapie und kompletter Remission zu elnem Wiederauftreten {Rezidiv) der Erkrankung
kommt. Die Ursache dafiir wird minimaler Resterkrankung (,minimal residual disease”, MRD)} nach
Theraple zugeschrieben. Dies bedeutet, dass ein Teil der Tumor-Zellen durch ihre Wechselwirkungen
mit einem schiitzenden Mikromilieu in den lymphatischen Organen (Knochenmark, Lymphknoten,
Milz} die Behandlung iberleben und nachfolgend progressiv auswachsen kann. Ziel dieses Projekts ist
es, die Mechanismen dieser Interaktionen und die daran beteiligten Molekiile zu identifizieren und
neue medikamentdse Substanzen zu testen, die diese Interaktionen stéren, um in weiterer Folge die
CLL Zellen in das periphere Blut zu mebilisieren. Dort sind sie fiir konventionelle Therapien leichter
zuginglich und sensitiver. Dies stellt somit einen verbesserten Therapleansatz dar und kann
Patienten helfen, eine dauerhafte komplette Remission zu erlangen.

In diesem Projekt sollen Substanzen, die den CXCL12-CXCR4 Signalweg hemmen, mit Substanzen, die
B Zell Rezeptor Signale wie der Bruton's Tyrosin Kinase oder der Phosphoinositol-3-Kinase hemmen,
verglichen werden. Spezifisch getestet wird dabei das Potential dieser Substanzen, 1) das Homing
von Leukiimiezellen in das Knochenmark und die Milz in vivo zu hemmen, und 2) im Fcll transgenen
Mausmodell die CLL Leukdmiezellen aus den Organen in das Blut zu mobilisieren und in Kombination
mit Chemotherapeutika -als effiziente Therapie zu diesen.

2. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere

Insgesamt suchen wir um die Erlaubnis an, 646 Maiuse in dieser Studie 2u verwenden. Die im
folgenden Abschnitt angegebene Anzahl an Tieren wurde statistisch ermittelt unter Beriicksichtigung
vergleichbarer publizierter Experimente und Methoden. Zur Etablierung bzw Aufrechterhaltung der
Tumorlinien in der Tcll Maus und Zucht der M&use veranschlagen wir jeweils 60 €578L/6 Miuse.
Diese stammen teilweise aus eigener Zucht oder werden von einer kommerziellen Zuchteinrichtung
bezogen. Zur Untersuchung von Homing von humanen CLL Zellen bendtigen wir 91 immundefiziente
NQD/SCID Méuse und fir Homing von murinen Tcll CLL Zellen 91 C57BL/6 Méuse. Fiir Mobilisierung
und Behandlungsstudien mit SDF-1/CXCR4 Inhibitoren sowie Inhibitoren flr Kinasen des B-Zell-
Rezeptor Signalweges werden 80 + 324 (= 404) C57BL/6 M3use veranschlagt.

3. Angaben iGber die Erfillung der ,,3R* (Vermeidung. Verminderung und Verfeinerung)

Wir, der Projektleiter und die an der Durchfiihrung beteiligten Personen, sind uns der 3R Regel
(Replacement, Refinement, Reduction; Russell und Burch, 1959) bewusst. Das Wohl und der Zustand
der Tiere ist uns bei der Planung und Durchfiihrung der Experimente genauso wichtig wie der
wissenschaftliche Ausgang der Experimente bzw. Studie. Replacement: In der Forschung sollte
allgemein auf die Verwendung von Tierversuchen verzichtet und soweit moglich sollten andere
Methoden gewihlt werden. Die Grundlage zur Entwickiung von neuen Therapieansdtzen ist jedoch
die Gewinnung von Informationen zur Krankheitsentstehung und zum Krankheitsverlauf, die im Falle
der CLL stark vom Einfluss des Mikromilieus abhidngig sind. Dariiber hinaus handelt es sich bei in vitro
Ansitzen um Momentaufnahmen eines eher spdten Krankheitszeitpunkts, der nicht die
Tumorentstehung und den Krankheitsveriauf wiedergeben kann. Aus diesen Gritnden sind
Tiermodelle essenziell, um den Verlauf einer Krankheit zu verfolgen. Um Grundlagenforschung mit
Fokus auf die Entstehung und auf frithe und potentielle Therapieansatzpunkte durchfiithren zu
kénnen, sind Experimente mit lebenden Tieren notwendig. Fur die hier vorliegenden Tierversuche
gibt es daher keine in Frage kommenden Ersatzmdglichkeiten. Reduction: Experimente sollten so
ausgelegt werden, dass ein Maximum an Erkenntnissen aus der geringstmé&glichen Anzahl von Tieren
erreicht wird. Wir haben versucht, die Anzahl der benttigten Mause mittels folgenden MaBnahmen
so gering wie moéglich zu halten: (1) sorgsame Definierung unserer Ziele, (2) effizienter Entwurf des
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Experiments, um die definierten Ziele klar erreichen zu kénnen und eine Wiederholung der
Experimente auf Grund von unklaren Resultaten zu vermeiden und (3} Verwendung der Zellen des
selben Tieres filr das in vitro Studium weiterer Aspekte, Die kalkulierte Anzahl an Miusen basiert auf
bereits publizierten Daten vergleichbarer Studien, experimentelle Erfordernisse und unsere
Erfahrungen. Refinement: Die Belastung fiir das Versuchstier soll Uiber den gesamten Verlauf der
Haltung und Beobachtung auf das geringste Mal} vermindert werden. Wir gewéhrleisten diese
Kriterien durch 1) artgerechte und tierschutzkonforme Unterbringung der Tiere wihrend der
gesamten Dauer der Studie, 2) tagliche Kontrolie des Gesundheitszustandes und 3) die Sachkunde
der beteiligten Personen
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Ziel dieser Studie ist die Austestung 10 neuer Acetylcholinrezeptor-Agonisten zur Behandlung der
Alzheimer'schen Krankheit. Fiir die Austestung wird in wildtyp Ma&usen mit Pentobarbitalinjektion
Hypothermie induziert und dadurch der Phasphorylierungsstatus des Tau Proteins im Gehirn erhéht. Die
vorherige Behandlung der M3use mit einem Acetylcholinrezeptor-Agonisten soll die Tau Phosphorylierung
verhindern. Der Effekt der Substanzen wird durch die Analyse des Tau Phosphorylierungsstatus mittels
biochemischer und histologischer Methoden analysiert.

Schaden und Nutzenabkidrung: in der heutigen Zeit stellt die Alzheimer'sche Erkrankung (AD) die haufigste
altersbedingte Demenz in den Industrielindern dar. Neben Herzkreislauf Erkrankungen und Krebs z&hlen
vor allem neurodegenerative Erkrankungen wie die Alzheimer'sche Erkrankung zu den schwerwiegendsten
Krankheiten des 20. und 21. Jahrhunderts. Je ilter Menschen werden, umso hiufiger erkranken sie an der
Alzheimer'schen Krankheit - einer fortschreitenden, degenerativen und unheilbaren Gehirnstérung.
Betroffen sind etwa 3 % der Bevélkerung von 65-74 Jahren, 20 % der von 75-84 Jahren und 50 % der tber
85-jdhrigen. Ungefihr 15 Prozent der ésterreichischen Bevdlkerung sind 65 Jahre und ilter. Heutigen
Schitzungen zufolge leiden in Osterreich ca. 300 000 bis 700 000 Menschen an einer Form ven Demenz, mit
einem 50 Prozent Anteil an der Alzheimer Krankheit. Bei der Alzheimer Erkrankung kommt es zu starken
Geddchtnis-und Orientierungsveriusten. Der Nutzen Giberwiegt dem Schaden am Tier, da die Tiere durch
den Versuch nur eine geringe Beeintrichtigung erfahren und andererseits durch die Austestung der
Substanzen gegen die Alzheimer Erkrankung neue und effektive Medikamente gegen die Alzheimer
Erkrankung auf den Markt gebracht werden sollen.

Zahl und Art der zu verwendenden Tiere:
Fir diese Studie werden 280 nicht transgene Méuse heantragt.

Nachweis iiber die Erfiillung der Anforderung von Vermeidung, Verminderung und Verbesserung:

Um die Alzheimer Erkrankung erfolgreich zu behandeln ist es unahdingbar auf Tiermodelle zuriickzugreifen.
Ersatzmethoden kénnen zwar Ansitze liefern, doch um die Wirkung von Substanzen in weiteren Schritten
zu testen, ist es erforderlich sie bei Tiermodellen einzusetzen. Nur so kénnen effektive Medikamente gegen
die Alzheimer Erkrankung auf den Markt gebracht werden.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Die erektile Dysfunktion (ED) ist kein lebensbedrohlicher Zustand, aber nichtsdestotrotz bedeutet es
eine Last fiir den Patienten. Phosphodiesterase-Hemmer haben die Behandiung der ED verginfacht
und bieten im Vergleich zu anderen oral wirksamen Medikamenten eine sehr gute Wirksamkeit. Die
Vakuumtherapie ist eine weitere Methode mit guter objektiver Erfolgsrate. Beide Therapieformen
sind effektiv und verhiltnismassig sicher. In beiden Therapiefilien is eine lebenslange Therapie
notwendig. Ein Nachteil beider Therapien ist, dass die zugrunde liegende Pathophysiologie des
erektilen Mechanismus nicht veréndert wird und sich mit zunehmendem Alter auch weiter
verschlechtern kann. Basierend auf einer klinischen Studie, die sich mit den therapeutischen Effekten
einer niedrig energetischen Stosswellenbehandlung bei Patienten mit erektiler Dysfunktion hefasst
hat, konnte gezeigt werden, dass es eine viel versprechende Therapieform hei erektiler Dysfunktion
sein  kann. Weitere Studien dazu sind ausstindig und der zugrunde liegende
Regenerationsmechanismus ist noch unerforscht. Daher kann man postulieren, dass es unabldssig ist
eine kontrollierte Tierstudie durchzufilhren, um die zugrundeliegenden bislang nicht ndher
bekannten regenerativen Effekte der Stosswelle auf erektiles Gewebe zu untersuchen. Zur
Untersuchung der Auswirkungen der Schockwelle auf gesundes erektiles sowie diabetes-induziertes
dysfunktionales erektiles Gewebe werden finf Versuchsgruppen mit einer Gesamtanzahl von 79
mannlichen Sprague Dawley Ratten im Alter von zwélf Wochen miteinander verglichen. Eine erektile
Funktionserhebung sowie strukturelle und molekulare Untersuchungen sind fiir diese Studie
unerlasslich und nur am gesamten Organ durchfishrbar. Aufgrund der angefiihrten Gegebenheiten ist
die Durchfiihrung der Experimente am lebenden Tier erforderlich. Die Stosswellenbehandiung und
die erektile Funktionserhebung sind so geplant, dass die geringstmdgliche Belastung fur die Tiere
entsteht.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Komplexe zellulére Signalwege sind an Prozessen wie Infektion, Inflammation und Krebs beteiligt.
Diese Signalwege sind evolutiondr konserviert. Daher kénnen viele Erkenntnisse aus Untersuchungen
mit M&usen auf den Menschen Obertragen werden. Unser Projekt zielt darauf ab, die Molekiile von
Signalwegen, Ihre Interaktions- und Kommunikationspartner sowie ihre Wirkungsweise zu
identifizieren. Dafiir werden in den Versuchstieren Infektionen und Entziindungen ausgeldst, damit
die an der Wirt-Pathogen-Wechselwirkung beteiligten Molekiile identifiziert und ihre Wirkungsweise
analysiert werden kann. Die Untersuchungen kénnen fiir die Miuse belastend sein. Deshalb werden
wo mdglich diese Molekiile/Interaktions- und Kommunikationspartner in Zellkultursystemen
untersucht. Erst wenn sich dabei deutliche positive oder negative Effekte zeigen, werden die
Untersuchungen an Versuchstieren vorgenommen {(Vermeidung und Verminderung). in ihrer ganzen
Komplexitdt lassen sich diese Signalwege aber nur in einem Gesamtorganismus mit seinen Organ-
und Gewebebarrieren analysieren (vollstindige Vermeidung nicht méglich). In allen Fillen werden
durch bestgeeignetste Mausmodelle und moglichst gute Versuchsplanung die optimalen
VersuchsgruppengriRen festgelegt (Verfeinerung und Verminderung).

Als Versuchstiere werden weibliche und maénnliche Inzuchtmiuse (Wildtyp- und gentechnisch
veranderte Mause) im Alter zwischen 6 und 12 Wochen verwendet. Fir die Durchfiihrung aller
Experimente sind Uiber einen Zeitraum von 3 Jahren maximal 12438 Tiere eingeplant.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spatestens 31. August 2017 vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Ziel des Projektes ist es, die Mechanismen der informationskodierung und -verarbeitung im
Hippokampus mit hochauflésenden Patch-Clamp-Techniken zu untersuchen. Dabei wollen wir uns
auf das Gyrus dentatus - CA3-Pyramidenneuron Netzwerk konzentrieren. insbesondere soll studiert
werden, mit welcher Frequenz und unter welchen Bedingungen die Neurone dieser Region Aktivitat
in Form von Aktionspotentialen generieren, wie sie durch vorgeschaltete Nervenzellen synaptisch
aktiviert werden und wie sie eine Signaltransformation z.B. im Sinne einer Musterseparation und
Mustervervollstindigung vornehmen. In der publizierten Literatur gibt es bisher keine
hochaufldsenden intrazelluldren Ableitungen von Nervenzellen im Gyrus dentatus und der CA3
Region. Andererseits ist es essentiell, diese Informationen zu gewinnen, wenn man die Funktion des
Netzwerkes und seine Rolle bei Informationskodierung, Informationsverarbeitung, Lernen und
Gedichtnis verstehen will, Wir erwarten, dass die geplanten Experimente wesentliche neue
Informationen liefern und eine bestehende Liicke im Gesamtverstindnis des hippokampalen
Netzwerkes schlieRen. Die erwarteten Ergebnisse sind fir die neurowissenschaftliche
Grundlagenforschung von herausragendem Interesse. Sie sind aber auch bedeutsam, um neue
therapeutische Ansitze fiir neurologische und psychiatrische Erkrankungen zu entwickeln. Da
Erkrankungen wie Epilepsie, Schlaganfall, Depression oder Schizophrenie, bei denen die
Informationsverarbeitung im neuronalen Netz gestort ist, insgesamt fast 10% der Bevdlkerung
betreffen, haben die geplanten Untersuchungen geselischaftliche Relevanz weit iiber den Horizont
der Grundlagenfarschung hinaus.

Das vorliegende Projekt besteht aus vier Projektteilen, in denen {iber einen Zeltraum von 5 Jahren
maximal 4700 Mause verwendet werden. Der hichste zuzuordnende Schweregrad wird als "mittel”
beurteilt.

Es werden zahlreiche MaRnahmen getroffen, um Tierversuche zu vermeiden bzw. ihre Zah! zu
minimieren {3R). Parallel zu den geplanten in vivo Experimenten fihrt der Antragstelter in vitro
Experimente und Computersimulationen durch. Dies hat zu sehr konkreten Arbeitshypothesen
gefithrt, die jetzt in einer vertretbaren Zahl von in vivo Experimenten getestet werden kdnnen.
Zweitens hat der Antragsteller eine einzigartige Erfahrung bei der Entwicklung und Anwendung der
Patch-ClampTechnik. Die experimentelle Ausbeute steigt hierdurch erheblich. SchlieRlich ist der
Projetleiter durch seine Expertise in der Lage, die Qualitit der experimentellen Ableitungen zu
optimieren. Die Aussagekraft einzelner Experimente steigt hierdurch wesentlich.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Es wird untersucht welche Rolle der Geruchssinn fiir die Nahorientierung bei nichtziehenden
Singvogeln hat. Die Ergebnisse sollen dazu beitragen das komplexe Navigationssystem bei Singvégeln
besser zu verstehen. Das Heimfindeverhalten zum Futterplatz in Abhéngigkeit von der Behandlung
des Geruchssystems soll Auskunft iiber dessen Bedeutung in der Nahorientierung geben. Dazu wird
bei der Hilfte der untersuchten Kohlmeisen (Parus major) eine kurzfristige (Wirkungsdauer 2-3 Tage)
Deaktivierung der Riechzelien mit Hilfe einer Zinksulfatldsung, appliziert in Form von Nasentropfen,
durchgefiihrt. Gemessen wird die Zeitdauer bis die Tiere wieder an ihrem angestammten Platz sind.
Man weil}, dass die Behandlung keine weiteren Auswirkungen auf die basale Zellschicht und keine
weiteren negativen Auswirkungen auf die Atemwege und andere Aspekte der Vogel Gesundheit
haben.

Fiir diesen Versuch werden 80 adulte Kohlmeisen verwendet. 40 Tiere werden mit Zinksulfat und 40
weitere Tiere mit einer Kontrolsubstanz behandelt.

Es gibt keine andere, weniger invasive und schidliche Methode um die Rolle des Geruchssinnes fur
das Heimfindeverhalten der Vdgel zu untersuchen. Die StichprobengréRe ist sorgfiltig gewihlt um
auch ein aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten. Die Versuchstierart (Kohlmeise) ist eine sehr robuste
Singvogelart die am héaufigsten an Futterplitzen anzutreffen und leicht zu handhaben ist. Es gibt
keinen anderen Weg, dieses Thema ohne Verwendung lebender Tiere zu untersuchen. Die
Ergebnisse dieser Experimente sind ein wertvoller Beitrag in der Vogelforschung da der Geruchsinn
bei Végel bis heute relativ unerforscht ist und daher nur wenige wissenschaftliche Untersuchungen
vorliegen. Die Ergebnisse kénnten auch einen wertvollen Beitrag fir NaturschutzmaRnahmen
darstellen.
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Zweck des Tierversuchs {gemiR § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Vorbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

1. Angaben liber die Projektziele, einschlieflich des zu erwartenden Schadens und Nutzens Text hier
eingeben.

Insbesondere beim Jungmastgefliigel fiihren Muskelmagenerosionen mitunter zu schweren
wirtschaftlichen EinbuBen infolge mangeinder Gewichtsentwicklung bei verschlechterter
Futterverwertung, erhthter Abgéinge und verminderte Schlachtqualitdt. Sowohl nicht-infektidse,
erndhrungsbedingte als auch infektiése Ursachen spielen eine Rolle in der Entwickiung von
Muskelmagenerosionen. In den vergangenen Jahren ist es gelungen von verschiedenen
Ausbriichen der Erkrankung Hilhneradenoviren vom Serotyp 1 zu isolieren. Aus Ergebnissen von
vorhergehenden Infektionsversuchen konnte ein geeignetes Infektionsmodell etabliert werden.

Ziel des geplanten Tierversuches ist es den Einfluss  unterschiedlicher
Futterzusammensetzungen auf die Entwicklung und den Ausbildungsgrad von experimentell
induzierten adenoviralen Muskelmagenerosionen zu untersuchen. Die Infektion von mit
virulenten Hithneradenoviren vom Serotyp 1 wund die dadurch induzierten
Muskelmagenerosionen stellen im vorliegenden Versuch den zu erwartenden Schaden dar. Die
Ergebnisse geben wichtige Einblicke in die Interaktion von nicht-infektiésen, alimentdren und
infektitsen Ursachen in Zusammenhang mit der Ausbildung von Muskelmagenerosionen und
stellen eine wichtige Grundlage fiir die Optimierung von Fltterungsprogrammen in der
kommerziellen Hilhnermast dar.

2. Anzah! und Art der zu verwendenden Tiere -Text hier eingeben.

144 SPF Broiler

3, Angaben iiber die Erfiillung der 113R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung) -Text hier
eingeben.

Es gibt keine in vitro -Alternative um die beschriebenen Untersuchungen durchzufiihren, daher kann
auf dieses Tierexperiment nicht verzichtet werden. Jedoch ist der Tierversuch so erstellt, dass eine
minimale Anzahl von Tieren verwendet wird, ohne die statistische Berechenbarkeit von Ergebnissen
zu gefihrden. Die Tiere stehen unter regelmifBiger Kontrolle und genau definierte Abbruchkriterien
sollen ein protrahiertes Tierleid vermeiden.
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Zweck des Tierversuchs (gem&f § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Das Uberleben eines Organismus ist an die Ausgeglichenheit seines Energiestoffwechsels gebunden.
Wird dem Kérper mehr Energie zugeftthrt als er verbraucht, filhrt das zu einer vermehrten
Speicherung von Energietrdgern, was zu Gewichtszunahme bis hin zur Fettleibigkeit (Adipositas)
fiihren kann. Ein Ungleichgewicht in der Energiebalance zugunsten des Energieverbrauches fihrt zum
Abbau der gespeicherten Energiereserven, was zu Gewichtsverlust bis zur Abmagerung (Kachexie)
fithren kann.

Kachexie stellt eln massives Problem fiir Krebspatienten dar. Rund 50 % der Krebspatienten leiden an
Kachexie, von denen ~20 — 40% an den direkten Folgen der Kachexie sterben. Dabei kommt es zu
einem starken Verlust von Fett- und Muskelgewebe. Tumorerkrankungen bei denen Kachexie
und/oder Anorexie auftreten, haben generell eine schlechte Prognose.

Der Hauptenergiespeicher des Kérpers stellt das Fettgewebe dar. Der Abbau von gespeichertem Fett
liefert wichtige Energiesubstrate sowie Botenstoffe und Signalmolekiile. Um dieses Fett zu
mobilisieren, bedient sich der Kdrper spezieller fettspaltender Enzyme - sogenannter Lipasen.

Das durchfiihrende Labor fokussiert sich im eingebrachten Antrag auf die Untersuchung dieser
Lipasen in der Pathophysiologie von Krebs induzierter Kachexie. Dafiir sind Tierversuche
unumednglich. Es sollen wichtige Erkenntnisse gewonnen werden, welche Ansatzpunkte fiir die
Pravention und Behandlung von Krebs-induzierter Kachexie bieten. Die Maus weist
Stoffwechselmechanismen auf, welche in allen Siugetieren ident sind. Daher k&nnen mit Hilfe der
Maus Stoffwechselwege charakterisiert werden, welche den Abbau von Fetten in Siugerzellen
beeinflussen.

Wir suchen in diesem Tierversuchsantrag um die Zucht und Genotypisierung von insgesamt 2045
Mausen an. 1520 Méuse sollen fiir weitere Tierversuche herangezogen werden. Dabei handelt es sich
um Kontrolltiere als auch gentechnisch verdnderte Mause, bei denen fettspaltendende Enzyme oder
Kofaktoren einerseits fehlen oder verstarkt in bestimmten Geweben gebildet werden. Im Zuge des
Projektes werden bis zu 4880 Tiere genotypisiert. Wir versuchen die Anzahl sowie Leid und Stress der
Tiere zu minimieren. Entsprechend internationalen Standards werden daher Tierversuche durch den
Einsatz von tierversuchsfreien Verfahren ersetzt. So gehen jedem Tierversuch ausfiihrliche Zellkultur-
und biochemische Experimente voraus. Wir versuchen mit so wenigen Tieren als moglich
auszukommen. Die Anzahl der verwendeten Tiere ist abhdngig vom zu erwartenden oder
vorausgesagten Effekt, d.h. sind die zu erwartenden Veriinderungen zwischen Mausmodel und
Kontrollmaus eindeutig, werden sich die Experimente auf ein statistisches Minimum beschrinken.
Die Zahl der notwendigen Versuchstiere hingt daher stark vom Experiment und liegt im Normalfall
zwischen 5 und 10 Tieren. Zusitzlich wird stindig an der Verbesserung der Versuchsabliufe
gearbeitet. So setzen wir, soweit als méglich, nicht-invasive Methoden ein, um Leid und Stress der
Tiere so gering als méglich zu halten.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spatestens 30. September 2019 vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs (gemdR § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verbesserung des Wohlergehens der Tiere und Produktionsbedingungen flr die zu
tandwirtschaftlichen Zwecken aufgezogenen Tiere

Ziel des Projekts ist der Vergleich einer neu entwickelten Narkosekammer zur intravendsen
Applikation bei der Labormaus mit der herkdmmlichen Fixation des wachen Tieres im Restrainer. Zu
priifende Kriterien sind die jeweilige Belastung fir das Tier und die Praktikabilitét der Durchfiihrung
beider Methoden. Die neue Methode soll die Belastung fiir das Tier reduzieren und gleichzeitig die
Durchfiihrung der intravendsen Injektion in die Schwanzvene der Maus vereinfachen. Fir die
Untersuchung werden 64 adulte Labormiuse eingesetzt. Die erwartete Belastung fir die Tiere in
diesem Versuch entspricht dem Grad "gering". Wir erwarten eine klare Aussage iiber den Beitrag der
Narkosekammer zur Reduktion der Belastung des Tieres und zur Vereinfachung der Prozedur fir die
Durchfithrenden. Mit Hilfe der Narkosekammer kann das Tier sehr schnell durch eine
Inhalationsnarkose in den Zustand der Bewusstlosigkeit gefiihrt werden. Die bisher nétige Fixation
der Maus im Restrainer, die unweigerlich zu Stress fiir das Tier fiihrt, ist dadurch nicht mehr nétig.
Zusitzlich kann mit der Narkosekammer die Schwanzvene gestaut werden, was die Applikation
vereinfachen und die Dauer des Eingriffs verkiirzen soll. Durch diese Verfeinerung der intravenésen
Applikation bei der Labormaus erwarten wir sowohl eine Stressminderung fiir das Tier {Refinement)
als auch eine Vereinfachung der Methode.
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Durch die Entschliisselung des Genoms von Mensch und Maus wurden zahlreiche neue Gene
bekannt, deren Funktion im Einzelnen oft noch nicht verstanden Ist. Gene, die das Wachstum, die
Vermehrung und die Spezialisierung von Zellen kontrollieren, und Gene, die defekte Zellen durch
programmierten Selbstmord eliminieren, sind auch an der Entstehung von Tumoren beteiligt. Um die
Funktionen und Wechselwirkungen dieser Gene und ihren Beitrag zur Entartung zu verstehen, sind
Analysen einzelner Zellen oder Gewebe nicht ausreichend. Fir diese Fragestellungen sind
Untersuchungen an intakten Qrganismen unersetzlich.

Als Modell firr die Verhiltnisse beim Menschen werden deshalb Miuse herangezogen, deren Erbgut
so verdndert ist, dass sie bestimmte Gene im UbermaR oder vermindert exprimieren. Die Herstellung
dieser transgenen Mause ist Inhalt des vorliegenden Projektsantrags. Diese mittlerweile ausgereifte
Technelogie umfasst folgende Schritte:

Weibliche M3use werden hormonell auf die Empféngnis vorbereitet und auf natiirlichem Weg
begattet. Die befruchteten Eizellen werden entnommen, mittels Mikroinjektion wird ein zusétzlicher
DNA-Abschnitt eingebracht, Die gentechnisch verdnderten Zygoten werden scheinschwangeren
Mdusen implantiert. Die Empfingertiere gebiren schlieRlich Nachkemmen, von denen einige das
Transgen stabil in ihre Keimbahn eingebaut haben, Die so gewonnenen transgenen Mduse werden
lber lange Zeit beobachtet, ihr Erscheinungsbild und eventuelle krankhafte Veranderungen werden
dokumentiert. Kreuzungen mit anderen transgenen Tieren geben Aufschluss iiber das
Zusammenwirken mehrerer tumorrelevanter Gene. Da der Genotyp und der Phanotyp der durch
dieses Verfahren gentechnisch verinderten Tiere selber der Forschungsgegenstand sind, ist diese
Methode unerldsslich und kann durch keine alternativen experimentellen Anséitze ersetzt werden.

Flr das Projekt werden 6.125 M&use verwendet. Eine riickblickende Bewertung findet am

1. Dezember 2014, 1. Dezember 2015, 1. Dezember 2016, 1. Dezember 2017, 1. Dezember 2018
statt.
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Zweck des Tierversuchs (gemaB § S TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Vorbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

Bei der Stute tragen Embryonalverluste bis zur Plazentation, d.h. bis etwa Tag 35 der Tréchtigkeit,
erheblich zu einer schlechten Fruchtbarkeit bel. Bei dlteren Stuten ist die Frucht zu diesem Zeitpunkt
kleiner als bei jungen Stuten. Durch Behandlung mit einem Gestagen in der friihen Lutealphase kann
das Embryonalwachstum stimuliert und damit einem Entwickiungsriickstand entgegenwirkt werden.
Eine Stimulation der Gelbkérperfunktion durch Applikation von luteotrop wirkenden Substanzen wie
humanem Choriongonadotropin (hCG) oder equinem Choriongonadotropin {eCG) flihrt beim Rind zu
einer erhdhten Gestagenfreisetzung in der Frithtrachtigkeit. In den eigenen Untersuchungen soll der
Frage nachgegangen werden, ob dies auch beim Pferd maéglich ist und sa die Applikation von
exogenen Gestagenen durch eine Stimulation der endogenen Gestagenfreisetzung ersetzt werden
kann.

in der geplanten Studie soll bei Stuten {n=12) der Einfluss der Gabe von hCG bzw. eCG nach der
Ovulation auf die Progesteronkonzentration, Gelbkdrpergréfie, Genexpression im Endometrium und
die Zusammensetzung der Endometriumsfliissigkeit untersucht werden. Dazu erfolgen im
Versuchszeitraum wihrend der Rosse sowie der frilhen Gelbkérperphase tagliche Untersuchungen
des Geschlechtsapparates mittels Ultraschall sowie zweimal téglich eine Blutprobenentnahme.

Es ist offensichtlich nur an lebenden Tieren moglich, die Auswirkungen verschiedener
Hormonbehandlungen auf die Fortpflanzungsfunktionen und das Zusammenspiel verschiedener
Organe zu untersuchen ("Replacement” nicht maglich!). Alle verwendeten Hormone sind bei Pferden
zugelassen und ihr Einsatz ist erprobt. Daher wird ihre Anwendung als unbedenklich eingestuft.
Blutprobenentnahmen erfolgen durch Punktion einer V. jugularis, so dass eine Katheterisierung der
Vene nicht notwendig ist. Diese Form der Blutprobenentnahme stellt eine geringe versuchsbedingte
Belastung der Tiere dar. Transrektale Ultraschalluntersuchung und die geplanten Manipulationen am
Uterus sind Routinemethoden der equinen Reproduktionsmedizin, die in elnem Untersuchungsstand
ohne weitere Fixierung oder Sedierung der Tiere erfolgen gut toleriert werden. Die Haltung der Tiere
wird durch den Versuch nicht beeintrichtigt, sie verbleiben Vollstindig in Gruppenhaltung.
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Zweck des Tierversuchs (gemaf § 5 TVG 2012}: Grundlagenforschung

Das Ziel des vorliegenden Projekts ist es, die Ursache der sogenannten "Immunmediierten Keratitis”
(IMMK) beim Pferd herausfinden, die bis dato ungekldrt ist. Dabei handelt es sich um eine
Erkrankung, bei der betroffene Pferde Trilbungen des Auges sowie Schmerzhaftigkeit zeigen. Eine
immun mediierte Pathogenese wird vermutet. Um das Versuchsziel zu erreichen, wird von Pferden,
die an dieser Erkrankung leiden, sowie von gesunden Vergleichspferden jeweils eine Blutprobe
genommen. Damit wird ein Autoantikérperscreening durchgefiihrt. Eine Venenpunktion stellt beim
Pferd eine Routineprozedur dar, die nur zu kurzer und geringer Beeintrichtigung des Wohlbefindens
fihrt. Insgesamt werden Blutproben von 40 Pferde entnommen (20 gesunde Kontrollen, 20 Pferde
mit IMMK).

Es ist offensichtlich nur an lebenden Tieren méglich, diese Untersuchungen durchzufiihren
{("Replacement” nicht méglichl). Die Blutproben werden im Rahmen der Augenuntersuchung
genommen, fir die in der Regel eine Sedation des Tieres niitig ist. Die Blutprobe kann vor der
Applikation des Sedativums gewonnen werden, so dass eine erneute Venenpunktion nicht nétig ist.
Anderenfalls wird die Blutprobe durch Venenpunktion entnommen.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Ausbildung an Hochschulen oder Ausbildung zwecks
Erwerb, Erhaltung oder Verbesserung von beruflichen Fahigkeiten

Projektziel ist das Erlernen grundlegender medizinischer Handgriffe, Techniken und Basistechniken
am Tier. Dies dient der Vorbereitung fiir den Praxisalltag und der Erwerb praktischer Kenntnisse. Die
praktischen Handgriffe werden nur unter Aufsicht eines erfahrenen Tierarztes durchgefiihrt, sodass
dieser die getitigten MaRnahmen zum Wohl der Tiere sofort unterbrechen oder abbrechen kann. in
das Projekt werden 14 Hunde einbezogen. Alle MaBnahmen werden nach derzeitigem Wissensstand
als "good clinical practice” durchgefiihrt sodass den Tieren unndtige Schmerzen und Leiden erspart
bleiben. Durch die Zahi an Tieren kann aus jahrelanger Erfahrung eine Mehrfachbelastung vermieden
bzw. minimiert werden. Vollstindige Vermeidung des Einsatzes von Tieren ist nicht méglich da die
grundlegenden physiclogischen Befunde nicht am Patienten erlernt werden kdnnen.
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»Zucht und Haltung genetisch verinderter Labormguse”
Zweck des Tierversuchs (gemdR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung und angewandte Forschung

1. Angaben iiber die Projektziele, einschlieRlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Genetisch verdnderte Llabortiere werden als wichtige Modelle in vielen Bereichen der
biomedizinischen Forschung bendtigt. Im Rahmen des Projektes sollen Labormiuse geziichtet
werden, die sich dadurch auszeichnen, dass sie eine spontan entstandene oder gentechnisch
induzierte Mutation in ihrem Erbgut tragen. Die genetisch vernderten Tiere dienen als Madelle in
verschiedenen Bereichen der biomedizinischen Forschung.

Genetisch verénderte Mause werden zundchst beziiglich moglicher Belastungen untersucht, die
ursdchlich mit der spezifischen Mutation, die sie in ihrem Erbgut tragen, im Zusammenhang stehen
kdnnten. Werden im Verlauf dieser Untersuchung keine negativen Einflisse der genetischen
Verdnderung auf die Gesundheit der Tiere erkennbar, kann diese Linie analog zu unverinderten
Laborm&usen geziichtet werden. Werden hingegen Verdnderungen gefunden, die bei den Tieren
Schmerzen, Leiden oder Angst hervorrufen kénnten, so werden MaBnahmen ergriffen, um diese
Effekte mindestens auf den Grad einer geringen Belastung zu reduzieren oder, wenn méglich, sogar
ganz auszuschlieBen. Die beobachteten phanotypischen Veranderungen vor und nach den
ergriffenen Mallnahmen werden in einem Datenblatt zur Linie dokumentiert,

2. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere
1.000 Labormause (Mus musculus) in einem Zeitraum von 5 Jahren

3. Angaben {ber die Erfiillung der ,3R” (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Die Zucht und Betreuung der Tiere erfolgt durch erfahrenes Personal. Zuchtziele und Tierzahlen
werden so festgelegt, dass maglichst nur die gewiinschten Genotypen in entsprechender Menge
proeduziert werden (Reduction). Phanotypische Verdnderungen werden bereits bet der Etablierung
der Linie untersucht, um eventuell auftretende Belastungen bei den Tieren frithzeitig durch
geeignete MaBnahmen zu begegnen (Refinement). Methoden zur individuellen Kennzeichnung
werden dem Zweck entsprechend und méglichst wenig belastend durchgefiihrt (Refinement).
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7weck des Tierversuchs (gem3B § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Vorbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

1. Angaben iiber die Projektziele, einschlieflich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation, WHO, stellen der akute Herzinfarkt oder die
chronische Herzschwiche als Folge eines Herzinfarktes nach wie die hiufigsten Todesursachen in den
westlichen Industrielindern dar. Im folgenden Projekt sollen deshalb neuartige Therapieverfahren
zur Verbesserung der Sterblichkeit und der Erholung der Herzfunktion nach akutem Herzinfarkt im
Mausmedell untersucht werden. Da die Anzahl an Spenderherzen sehr limitiert ist sind neue
alternative Therapieformen bei chronischer Herzschwiche dringend notwendig. Ziel des Projektes ist
es neuartige Therapieansitze aufgrund eines verbesserten Einwanderns von Zellen ins Herzgewebe
zu entwickeln.

2. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere Fiir die Versuche werden Mause verwendet. Insgesamt
werden 336 Tiere (72 Zuchtmiuse und 264 Versuchsmause) ber einen Zeitraum von 3 Jahren
verwendet.

3. Angaben iiber die Erfiillung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung).

Vermeidung: Zur Aufkldrung molekularer Wirkmechanismen, werden zusitzlich zu den "in vivo"
Versuchen auch Zellkulturversuche an HEK-Zellen durchgefilhrt. Leider kann ein so vielseitiger
Komplex wie das kardiovaskuldre System in vitro nicht nachgestellt werden, sodass fiir diesen Zweck
Versuche an Miusen herangezogen werden missen.

Verminderung: Es werden nur die unbedingt nétigen Versuche an Mausen durchgefihrt, Dabei ist die
Anzah! der Tiere so gewihlt, dass eine statistisch wertvolle Aussage getroffen werden kann, ohne
dass Versuche mit weiteren Tieren wiederholt werden miissen.

Verfeinerung: Durch eine im Detail geplante Versuchsdurchfiihrung werden moglichst wenige Tiere
fiir moglichst viele Analysen herangezogen (Auswertung von mehreren Organen innerhalb eines
Versuchs). Die Tiere werden wahrend des gesamten Versuchs regelmiRig (1-2mal téglich) klinisch
kontrolliert. Soliten dabei Anzeichen filr Schmerzen bzw. verstdrktes leiden feststellbar sein, werden
die Tiere sofort mit Schmerzmitteln behandelt oder gegebenenfalls von Ihren Leiden erlést.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spitestens 30. September 2017vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Die Labormaus ist im Moment das am intensivsten genutzte Tiermodell. Griinde dafiir sind die gute
Ubereinstimmung zur Biologie des Menschen, die Verfligharkeit genetisch stabiler und detailliert
charakterisierter Std&mme und die Verfiigbarkeit von Techniken zur genatischen Modifikation.
Genetisch verdnderte Tiere werden als wichtige Mausmodelle in vielen Bereichen der
biomedizinischen Forschung benétigt. Eine besonders wichtige Rolle spielen diese Tiermodelie bei
der Erforschung und der Entwicklung von Behandlungen seltener Erkrankungen des Menschen, da
dafiir kaum ausreichende Daten oder Untersuchungsmaterial von betroffenen Patienten verflgbar
sind. Im beantragten Projekt werden neue genetisch verinderte Mausmodelle generiert, bestehende
Modelle nach Bedarf kryokonserviert, revitalisiert oder, im Falle einer Kontamination mit
Pathogenen, hygienisch saniert. Die dazu natigen Arbeiten werden als Auftrag ausschlieRlich von
Expertinnen  durchgefihrt und die Mausmodelle im  Anschluss an spezialisierte
Forschungseinrichtungen abgegeben, um dort in verschiedensten Bereichen der biomedizinischen
Grundlagen-und angewandten Forschung genutzt zu werden. Der weitaus grofite Teil der Miuse im
Projekt wird keinen bzw. nur geringfiigigen Belastungen ausgesetzt; ein kleiner Teil unterliegt einer
kurzzeitigen, mittleren Belastung. Die Anzahl der beantragten Tiere (15.000 Labormause) ist fiir einen
Zeitraum von 5 Jahren geplant. Alle Behandlungen der Tiere sowie ihre Haltung und Betreuung
erfolgt ausschlieBlich durch erfahrenes Fachpersonal und unter speziell dafiir vorbereiteten
Bedingungen. Wiederholungen durch die Generierung von bereits bestehenden Tiermodellen
werden durch die konsequente Nutzung von Datenbanken vermieden (Reduction). Neue
wissenschaftliche Erkenntnisse, die einen Beitrag im Sinne des 3R-Prinzips liefern kénnen, werden
fortlaufend geprift und umgehend in das Projekt einbezogen. Verpaarungsstrategien werden so
festgelegt, dass méglichst nur die gewiinschten Genotypen in entsprechender Menge produziert und
dadurch Uberschusstiere vermieden werden (Reduction). Durch genaue Beobachtung werden
phénotypische Verdnderungen friihzeitig wihrend der Etablierung neuer Tiermodelle entdeckt, um
eventuell auftretende Belastungen bei den Tieren sofort durch geeignete Malknahmen zu vermelden
oder weitgehend zu reduzieren (Refinement).
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Zweck des Tierversuchs {gemiB § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung
Zucht und Haltung von Mausstimmen mit Immundefizienz

1. Angaben Giber Projekiziele, einschlieBlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Projektziel liegt in der Aufkldrung molekularer Mechanismen, die zur Entstehung von Immundefizienz
{oder Krebs) beim Menschen fihren. Diesbeziiglich wird besonders die Rolle von programmierten
Zelltod hinterfragt. Dies geschieht in der Regel in verschiedenen Experimenten in Zellkultur, wobei
primdre Zellen aus Mausstammen mit erhohter Neigung zur Ausbildung von Immundefiziten und
Zelltod-Defekten isoliert werden. Diese Mausmodelle dienen in weitere Folge auch zur Etablierung
von Zuchten die kombinierte modifizierte Allele beinhalten. Wenn angebracht werden diese Tiere
auch bis zur Etablierung von Immundefiziten beobachtet um primares Gewebs-und Zellmaterial zu
erhalten. Dariber hinaus werden immundefiziente Mause fiir Tumor-Transplantationsexperimente
geziichtet.

Da die Tiere einer strikten Kontrolle unterliegen und entweder vorzeitig zur Organentnahme getdtet
oder bei erster positiver Tumor Diagose im Transplantmodell getotet werden, ist die Belastung als
Mittel einzustufen. Ttung erfolgt durch Genickbruch, nach Inhalationsnarkose.

2. Art und Anzah! der Tiere
950 Mause

3. Erfiillung der ,,3R* {Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Die Verwendung alternativer Methoden ist gegenwartig nur beschrinkt méglich. Immundefizienzen
und Krebserkrankungen sind Pathologien, die in Zellkultur nur in auferst limitiertem Masse
abgebildet werden kénnen. Der GroRteil der geplanten Untersuchungen nutzt Zellmaterial aus den
erwihnten Mauslinien vor Entstehung der eigentlichen Pathologie.

In der Regel werden pro Genotyp maximal 2 Zuchtkéfige verwendet und die Zah! der erwachsenen
Tiere in einer etablierten Kolonie betrégt, je nach Bedarf, in der Regel zwischen 10-20 Tieren. Durch
den Einsatzt von immunsupprimierten Méusen in Transplantationsexperiementen in der
Krebsforschung kann insgesamt eine Verringerung der bendtigten Tiere bewirken.

Die Tiere werden in Gruppen zu je 4-7 Tieren gehalten (soziale Tiere) und haben in jedem Kéfig
Einstreu, Stroh als auch ein Hauschen als Riickzugsmoglichkeit. Mé@nnchen werden bei Bedarf auch
einzeln gehalten, um Verletzungen durch Revierkampfe zu vermeiden.
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Zweck des Tierversuchs (gemdR § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhitung, Vorbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

Die diabetische Ketoazidose {DKA) ist eine hiufige lebensbedrohliche Komplikation bei Katzen mit
Diabetes mellitus. Die Therapie besteht aus Elektrolyt-angereicherten Infusionen und einer
intensiven Insulintherapie. Wahrend dafir bis vor kurzem ausschliellich Normalinsulin verwendet
wurde, zeigte eine neuere Studie vergleichbare Resultate unter der Verwendung von Insulin Glargin
{lantus®). Dieses Insulin, welches auch intravends oder intramuskuldr verabreicht werden kann, ist
das derzeitige langzeitinsulin der Wahl bei Katzen und damit meist rasch verfiighar. In dieser
prospektiven Block-randomisierten Studie mit 46 Katzen mit DKA werden die beiden bisher nur
retrospektiv evaluierten Protokolle verglichen. Der einzige Unterschied zwischen den Protokollen
besteht in der Art des verwendeten Insulins {(Normalinsulin versus Insulin Glargin} und in der Art der
Verabreichung (intravends versus intramuskuldr). Alle anderen Massnahmen, wie Flissigkeits- und
Elektrolytersatz, sowie das Monitoring sind gleich. Das Ziel ist ein effektives, kostengiinstiges, und
auch in der Praxis durchfiihrbares Protokoll zur Behandlung der felinen DKA. Die Wahl des besseren
Protokolls soll einen unnétig langen Spitalsaufenthalt vermeiden und damit zusdtzliche Belastungen
und Kosten vermindern. Vielleicht kénnen durch die gewonnenen Erkenntnisse die beiden
bestehenden Protokolle weiter verfeinert werden. Da die Kosten stark von der lénge des
Spitalaufenthalts abhdngen, wurde diese Variable {unter Beriicksichtigung der Daten einer bereits
vorliegenden retrospektiven Studie) zur Berechnung der bendtigten Patientenzahl herangezogen
(Power- Analyse).
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Zweck des Tierversuchs {gemdBR § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Vorbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

Ziel dieses Projektes ist die detaillierte Untersuchung der lokalen und systemischen Immunantwort
beim Schwein nach Infektion mit dem Porzinen Reproduktiven und Respiratorischen Syndrom Virus
(PRRSV). In diesem Projekt sollen die beteiligten Immunzell-Populationen, besconders des
angeborenen Immunsystems, in der frithen, akuten Phase einer PRRSV -Infektion untersucht werden.
Besonderes Augenmerk soll dabei auf die Immunantwert in der Lunge, einem Hauptzentrum des
Infektionsgeschehens, gelegt werden. Die gewonnenen Erkenntnisse werden wesentlich zum
besseren Verstédndnis der Immunantwort wihrend der Infektion und somit des Infektionsgeschehens
selbst beitragen. Dariiber hinaus wird dadurch ein wesentlicher Beitrag zur Entwicklung neuer Impf-
und Behandlungsstrategien geleistet, was zu einer verbesserten Gesundheit der Schweinebestinde
beitrdgt.

Fir dieses Projekt werden insgesamt 30 Schweine in drei Versuchsgruppen eingeteilt. Zwei der
Gruppen {mit je 12 Tieren) werden mit unterschiedlich virulenten PRRSV-Stimmen infiziert und
dienen zur Untersuchung der Immunantwort nach Infektion. Da es sich um unterschiedlich virulente
Stimme handelt, ist mit einer unterschiedlichen Ausprigung der Immunantwort zu rechnen. Dies
kann Aufschluss Gber den Zusammenhang beteiligter Immunzellen und die Auspragung klinischer
Symptome geben. Die dritte Gruppe {mit 6 Tieren) dient als nicht-infizierten Kontrollgruppe. Diese
Tiere wdren somit naiv fur den Erreger und zeigen keine Erreger-spezifische Immunantwort und
reprasentieren damit die natdrliche Immunsituation im Tier.

Um den Einfluss einer Infektion mit PRRSY auf die lokale Immunantwort der Schweinelunge
detailliert und praxisrelevant untersuchen zu kénnen, ist zum gegenwdrtigen Zeitpunkt der
Forschung nur eine Untersuchung am lebenden Gesamtorganismus méglich und kann nicht durch
versuchstierfreie Methoden ersetzt werden. Deshalb kann dieser Versuch nicht durch geeignete
Ersatzmethoden wie Zellkultur oder kiinstliche Systeme im Labor ersetzt werden (Vermeidung).
Jedoch werden zahireiche MaRBnahmen ergriffen, um die Anzahl der Tiere sowie die Belastung der
Tiere so gering wie moglich zu halten.

Nur eindeutig bendtigte Versuchsgruppen werden in diesem Versuch eingeplant. Durch gut
etablierte Methoden fiir die nachfolgenden Analysen und geeignete statistische Auswertungen ist es
moglich die Tierzahl auf ein Minimum von 12 Tieren pro Infektionsgruppe und & Tieren in der
Kontrollgruppe zu reduzieren {(Verminderung). Um den Tieren jegliches unnétiges Leid zu ersparen
und den physiologischen Bediirfnissen der Tiere nachzukommen werden mehrere MaBnahmen
ergriffen, die zum allgemeinen Wohlbefinden der Tiere beitragen sollen (Verfeinerung). Die
Unterbringung der Tiere entspricht den allgemeinen Haltungsbedingungen. Eine regelmifRige
Kontrolle der Tiere durch ausgebildetes Pflegepersonal sowie Tierdrztinnen/Tierirzte gewihrlaistet
eine nahezu liickenlose Uberwachung des Gesundheitszustandes der Tiere. Die Haltung der Tiere in
drei groReren Tiergruppen schafft zusdtzlich eine Umgebung, die den physiologischen Bediirfnissen
der Tiere entspricht. Durchgehender Zugang zu Futter und sauberem Trinkwasser wird gewidhrleistet.
Ebenfalls ist fiir addquates Beschéaftigungsmaterial gesorgt.

Geeignete Abbruchkriterien wurden definiert, die ein unndtiges Leiden der Tiere bei etwaigen
auftretenden Komplikationen oder Erkrankungen wahrend des Tierversuchs vermeiden sollen. Des
Weiteren wird durch die geringe Dauer des Versuches nach Infektion die Belastung der Tiere auf ein
magliches Minimum reduziert.
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Zweck des Tierversuchs {(gemaR § 5 TVG 2012): Ausbildung an Hochschulen oder Ausbildung zwecks
Erwerb, Erhaltung oder Verbesserung von beruflichen Fahigkeiten

Die rektale Palpation bei der Stute ist essentieller Bestandteil der gyndkologischen Untersuchung und
wird nach gililtigen Guidelines durch eine ultrasonographische Untersuchung ergdnzt. Die
gynikologische Untersuchung beim Pferd kommt in der tierdrztlichen Praxis regelmdRig zum Einsatz.

Daher muss eine gute Aushildung auf dem Gebiet der gynakologischen Untersuchung und auch der
Tréchtigkeitsuntersuchung der Stute erfolgen. Die rektale gyndkologische Untersuchung stellt fiir
Pferde eine gewisse Belastung dar und bedarf daher einer Tierversuchsbewilligung, wenn sie zu
Ausbildungszwecken durchgefiihrt wird. Daher wire es wiinschenswert, den Einsatz von Tieren
wihrend der Ausbildung zu reduzieren und durch ein addquates Trainingsprogramm am Simulator zu
erginzen und so weit méglich zu aersetzen {Reduction und Replacement von Tierversuchen). Das
Training am Simulator soll daher vergleichend evaluiert werden. Eine gute, nicht nur theoretische
sondern auch fundierte, praktische Ausbildung ist eine Investion in die Zukunft, da Tierédrztinnen
dadurch schneller und leichter in der Lage sind, Schmerzen und Leiden bei Patiententieren zu
erkennen und diagnostizieren.

Ziel der Studie: Das Ziel der Studie ist die langfristige Umsetzung der ,,3R" {(Replacement, Refinement,
Reduction} in der praktischen Berufsausbildung der gyndkologischen Untersuchung der Stute.

In diesem Projekt wird in drei verschiedenen Ubungsmodellen die gynikologische Untersuchung an
Stuten, sowie an einem Simulationsmodell geiibt. Lernerfolg und Zuverldssigkeit des
Simulatortrainings werden im Vergleich zum Lernen am Tier evaluiert.

Die Durchfiihrung des Projektes sieht vor, dass jede der 18 Stuten innerhalb von zehn Monaten an
maximal zwei Tagen in der Woche fiir 20 Minuten flir das Projekt eingesetzt wird. Dies entspricht
einer geringen Belastung.
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Zweck des Tierversuchs (gemdR § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verh{itung, Vorbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

Angaben (ber die Projektziele, einschlieBlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Nach der Abkatbung durchlaufen nahezu alle Milchkithe eine Phase der negativen Energiebilanz, die
zu einer Ketose flihren kann. Bereits das Vorliegen der subklinischen Form der Ketose ist mit einer
negativen Beeinflussung der Tiergesundheit und der Milch- und Fruchtbarkeitsleistung verbunden.
Als Goldstandard zum Nachweis einer Ketose gilt die Bestimmung der Konzentration von
Hydroxybutyrat im Blut. Hierzu stehen fiir die Praxis seit einigen Jahren, aus der Humanmedizin
stammende, elektronische Schnelltestgerite zur Verflgung.

Das Projektziel ist, die Blutentnahmetechnik weiter zu verfeinern und minimalinvasiver zu gestalten.
Die hierzu am Tier durchgefihrten MaRnahmen sind als geringgradig einzustufen.

Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere

Fir das Projekt ist die Nutzung von Milchkiihen ab der ersten Laktation vorgesehen. Da das hochste
Risiko fir das Auftreten einer subklinischen Ketose im Zeitraum von ca. 2 Wochen ante partum bis
ca. 4 Wochen post partum besteht, wird eine Beprobung der Tiere innerhalb dieses Zeitraumes
angestrebt. Insgesamt soll eine Anzahl von 80 Studientieren aufgenommen werden, die aus einem
Studienbetrieb stammen.

Angaben iber die Erflillung der ,3R" {(Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Die im Projekt ermittelten RB-Hydroxybutyrat-Konzentrationen werden flir das routinemaBige
Herden- und Gesundheitsmanagement des Tierbestands des Studienbetriebes herangezogen.

Die zur Blutprobengewinnung genutzten Materiallen stammen aus der Human- bzw.
Veterindrmedizin und werden dort im Rahmen eines regelméBigen Diabetes- bzw,
Ketosemonitorings verwendet. Die Entnahme der vendsen Vergleichsblutprobe ist durch geschultes
Personal vorgesehen, sodass eine iihermaRige Belastung der Tiere vermieden wird.
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Ziel der Studie: In dieser Studie sallen mannliche transgene BACHD Ratten fiir einen Monat mit einem hoch
selektiven mGlutamatrezeptor Agonisten behandelt werden. in der dritten Woche der Behandlung sollen
die Tiere im Open Field und Elevated Plus Maze Test auf ihre Aktivitit und Angstlichkeit untersucht werden.
In der vierten Woche der Behandlung sollen die Tiere auf ihre motorischen Fihigkeiten im RotaRod
untersucht werden. Es wird erwartet, dass die Substanz die frithen motorischen Defizite und die
Angstlichkeit der Tiere reduziert.

Ziel dieser Studie ist die Austestung der Wirkung des Glutamatrezeptor Agonisten LY379268 in BACHD
Ratten. Nach erfolgreicher Testung der Substanz kénnte sie in Folgestudien als Positivkontrolle eingesetzt
werden und somit die Testung neuer Huntington’s Krankheit Medikamente unterstiitzen.

Schaden und Nutzenabkldrung: Die Huntington Krankheit ist eine neurologische Erkrankung, die vererbt
wird. Huntington fihrt meist im Alter von 40 Jahren zu ersten Krankheitssymptomen. Die Krankheit nimmt
einen immer schwereren Verlauf und fiihrt im Durchschnitt 15 Jahre nach den ersten Symptomen zum Tod.
Die Symptome sind vielféltig und reichen von Bewegungsstorungen bis zu Personlichkeitsveranderungen.
Obwohl die Forschung in groBen Schritten voranschreitet, ist die Krankheit heute noch nicht heilbar.

Die genetisch verdnderten Tiere zeigen keine lebenseinschrinkenden Symptomae. Durch die Verhaltenstests
kommt es zu keiner wesentlichen Beeintrichtigung des Wohlergehens oder des Allgemeinzustandes der
Tiere. Da die Tiere durch die subkutane Behandlung und die Verhaltenstests keinem griéerem Stress oder
starken Schmerzen ausgesetzt sind, wird diese Studie insgesamt als Schweregrad ,gering” eingestuft.

Zah! und Art der zu verwendenden Tiere:
Fiir diese Studie werden insgesamt 40 Huntington Ratten und 20 nicht transgene Ratten beantragt.

Nachweis Uber die Erflllung der Anforderung von Vermeidung, Verminderung und Verbesserung:

Um die Huntington Krankheit erfolgreich zu behandeln, ist es erforderlich auf Tiermodelle zurlick zu
greifen. Ersatzmethoden wie z.b. Zellkulturen kénnen zwar Ansitze liefern, fiir weitere Schritte miissen
" jedoch Tiermodelle zum Einsatz kommen um mdglichst vergleichbare Resultate zum Menschen zu erzielen.
Bereits vorhandene Tiermodelle wie z.b. die R6/2 Maus sind nicht sehr gut fiir die Testung neuer
Medikamente geeignet, da dieses Modell bereits friihzeitig starke Defizite aufweist. Zusitzlich eignen sich
Ratten auf Grund ihrer Lernfahigkeit und Sozialverhaltens besser flir Verhaltenstests als Miuse.

Nur durch die Charakterisierung von neu entwickelten Huntington Ratten kann es moglich sein, im
Anschluss neue und effiziente Medikamente gegen die Huntington Erkrankung zu testen.
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Zweck des Tierversuchs [gemaR § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhiitung, Vorbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

1. Angaben {iber Projektziele, einschliellich zu erwartender Schaden und Nutzen:

Die Studie befasst sich mit dem Nachweis der Einsetzbarkeit von [99mTc]ZOL als
nuklearmedizinischer target-spezifischer in vivo Tracer zum Nachweis von primdren osséren
Osteosarkomldsionen und Osteosarkommetastasen beim Hund mit dem Ziel [99mTc]Z0L als idealen
Tracer fiir die Friihdiagnostik bei Knochenldsionen und zum Metastasen Tracking bei Osteosarkomen
beim Hund zu etablieren. Bie Ergebnisse haben auch Bedeutung fiir den méglichen Einsatz von mit
Therapienukliden markierter ZOL als Therapeutikum bzw. Theranosticum beim primdren und
metastatischen Osteosarkom. Aufgrund der hohen Ubereinstimmung der beiden OSA-Arten (Hund
und Mensch} wird méglicherweise durch Translation der Ergebnisse auch Grundlagenwissen fiir den
Menschen gewonnen. Es gibt keinen zu erwartenden Schaden.

2. Art und Anzahl der Tiere; Gesamt: 30 Hunde.

3. Erfiillung der ,,3R" {Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung):

Eine vollstindige Vermeidung des Einsatzes von Tieren ist nicht méglich da das Verteilungsmuster
des Tracers im gesunden Organismus untersucht werden muss. Die Untersuchung am gesunden Tier
erméglicht den optimalen Untersuchungszeitpunkt zu bestimmen und das physiologische vom
pathologischen Verteilungsmuster im Patienten zu unterscheiden. Um die Anzahl an Tieren so gering
wie moglich zu halten wird die Studie anschlieBend direkt an Patienten mit spontan auftretendem
Osteasarkom anstelle von Tieren mit experimentell induzierten Neoplasie fortgesetzt. Die Zahl der
Tiere entspricht jener Anzahl die bei hnlichen Versuchen verwendet wurden.
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Zweck des Tierversuchs (gemiB & 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Wir untersuchen die Auswirkung eines Botenproteins, das die Vermehrung und das Uberleben der
Zelle fordert, auf die Entstehung von Blutstammzellen sowie von Biutkrebsstamzellen. Gegen dieses
Protein wurde eine Vielfalt von chemischen Inhibitoren bereits entwickelt, die in der Therapie
verschiedener Krebsarten eingesetzt werden sollen; es ist deshalb wichtig, soviel wie moglich Giber
die Rolle des Prateins in der Blut-und Blutkrebsbildung in vive zu erfahren.

Fiir unsere Versuche werden wir Méuse einsetzen, in denen die Expression des Proteins sowchl in
bestimmten Geweben als auch zu bestimmten Zeitpunkten aus- und eingeschaltet werden kann. Die
maximale Gesamtanzah! der bendtigten Tiere ist 3000, die meisten Tiere werden keiner oder
hichstens einer mittleren Belastung ausgesetzt.

Die Entstehung, Vermehrung, und Differenzierung von Blut- und Blutkrebsstamzellen wird
mafBgeblich durch ihre in vivo Umgebung, d.h. von dem Gewebe der blutbildenden Organe,
mitbestimmt. Deshalb gibt es fiir diese Fragestellung letztenendes keine wirkliche Alternative zu in
vivo Versuchen.

Dennoch werden verschiedene Strategien zur Vermeidung, Verminderung und Verbesserung der
Tiervesuche eingesetzt.

1) Die meisten Untersuchungen werden zunichst in vitro an isolierten Zellen durgefiihrt. Diese
Experimente geben Aufschluss auf die Erfolgschancen der in vivo Experimente, erlauben einen
gezielten Einsatz der Versuchstiere, und helfen somit, die Anzahl der Versuchtiere so gering wie
mdglich zu halten.

2} Um eine Uberproduktion von Miusen zu vermeiden, wird die Verpaarungsstrategie so gewihlt,
dass aus jeder Verpaarung sowohi experimentelle als auch Kontrolltiere hervorgehen. Diese kénnen
sowohl| fiir Experimente als auch fir die Weiterzucht und Erhaltung der Mauslinien eingesetzt
werden.

3) Der Einsatz von reinen Mausstémme (wenn mbglich Geschwister), die unter konstanten, so
stressfreien wie moglich Bedingungen gehalten werden, verringert die experimentelle Variabilitit
und folgedessen die Anzahl der Versuchstiere.

4} Durch die sorgfiltige Literatursuche, Erfahrungsaustausch mit Wissenschaftlern, die dhnliche
Versuche bereits durchgefilhrt haben, und die Verwendung von "Standard Operating Procedures"
werden die in vive Versuche und die Tierzahlen auf die geringst mégliche Anzahl reduziert. In Fillen,
in denen jeglicher Ansatzpunkt fehlt werden Pilotexperimente durchgefiihrt, wodurch unter dem
Einsatz von einer kleinen Anzah! von Versuchstieren die optimalen Bedingungen vorgetestet werden
kénnen.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spatestens 31. August 2019 vorgesehen,
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Ein ausgeglichener Energiestoffwechsel ist fiir alle Organismen von groBer Bedeutung. Ein erhdhter
Energieverbrauch fiihrt zum Abbau von gespeicherten Energietrégern und hat Gewichtsveriust als
Folge. Wird dem Kérper jedoch ein Uberschuss an Energie zugefiihrt, fiihrt das zu einer vermehrten
Speicherung von Energietrigern und zu einer Gewichtszunahme bis hin zur Fettleibigkeit
{Adipositas).

Die Entstehung von Fettleibigkeit steht in engem Zusammenhang mit metabaolischen Erkrankungen
wie Typ 2 Diabetes, nicht-alkoholische Fettlebererkrankung und koronaren Herzerkrankungen. Diese
stellen nicht nur eine enorme Belastung fiir die betroffenen Personen dar, sondern auch des
Gesundheitssystems. Weltweit sind bereits 500 Millionen Menschen krankhaft fettleibig, wobei 2,8
Millionen Menschen pro Jahr an den Folgen von Ubergewicht sterben. Besorgniserregend ist zudem
die Zunahme an lbergewichtigen Kindern, welche langfristige Folgeschdden zu erwarten haben.
Spitzenreiter sind nach wie vor die USA, wo jede dritte Person adipds ist. Doch auch Osterreich
verzeichnet bereits jeden fiinften Bewohner als krankhaft fettleibig (WHO, 2013).

Die wichtigsten und kalorienreichsten Energietriger des Kérpers sind Fette, welche in verschiedenen
Fettgeweben gespeichert werden. Der Abbau dieser Fettspeicher liefert dem Organismus wichtige
Substrate zur Energiegewinnung fiir z.B. Muskelarbeit oder Wirmeproduktion sowie Botenstoffe und
Signalmolekiile. Um dieses Fett zu mobilisieren, bedient sich der Kérper spezieller fettspaltender
EiweiBmolekille - sogenannter Lipasen.

Das durchfiihrende Labor fokussiert sich im eingebrachten Antrag auf die Untersuchung dieser
Lipasen in der Pathophysiologie von metabolischen Erkrankungen. Dafiir sind Tierversuche
unumegdnglich. Es sollen wichtige Erkenntnisse gewonnen werden, welche Ansatzpunkte fir die
Pravention und Behandlung von Typ 2 Diabetes bieten. Die Maus weist Stoffwechselmechanismen
auf, welche in allen Sdugetieren ident sind. Daher kénnen mit Hilfe der Maus Stoffwechselwege
charakterisiert werden, welche den Abbau von Fetten in Séugerzellen beeinflussen.

Wir suchen in diesem Tierversuchsantrag um die Zucht und Genotypisierung von insgesamt 2830
Miusen an, von denen 2000 Miuse fur weitere Tierversuche herangezogen werden. Dabei handelt
es sich um Kontrolitiere als auch gentechnisch verdnderte M3use, bel denen fettspaltendende
Enzyme einerseits fehlen oder verstédrkt in bestimmten Geweben gebildet werden. Wir versuchen die
Anzahl sowie Leid und Stress der Tiere zu minimieren. Entsprechend internationalen Standards
werden daher Tierversuche durch den Einsatz von tierversuchsfreien Verfahren ersetzt. So gehen
jedem Tierversuch ausfithrliche Zellkultur- und biochemische Experimente voraus. Wir versuchen mit
so wenigen Tieren als méglich auszukommen. Die Anzahl der verwendeten Tiere ist abhdngig vom zu
erwartenden oder vorausgesagten Effekt, d.h. sind die zu erwartenden Verinderungen zwischen
Mausmodel und Kontrollmaus eindeutig, werden sich die Experimente auf ein statistisches Minimum
beschrinken. Die Zahl der notwendigen Versuchstiere hangt daher stark vom Experiment und liegt
im Normalfall zwischen 5 und 10 Tieren. Zusdtzlich wird stdndig an der Verbesserung der
Versuchsabldufe gearbeitet. So setzen wir, soweit als méglich, nicht-invasive Methoden ein, um Leid
und Stress der Tiere so gering als méglich zu halten.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Im Rahmen dieses Forschungsprojekts sollen zwei komplexe und haufige menschliche Erkrankungen

des ZNS untersucht werden: Angsterkrankungen und Morbus Parkinson. Die krankhaften Prozesse im

menschlichen Organismus, welche zu diesen Krankheiten fiihren, werden derzeit nicht ausreichend

verstanden, sodass eine zufriedenstellende Therapie fUr viele Patientinnen nicht mdglich ist. Bei

Angsterkrankungen werden eine Reihe von psychologischen Therapien (sog. Expositions-basierte

Therapien) und arzneitherapeutische Ansitze als Monotherapie oder in Kombination verwendet.

Leider sind therapeutische Bemithungen haufig fur betroffene Patientinnen unzureichend

{unangenehme Nebenwirkungen, verzogerter Wirkungseintritt, fehlender Therapieerfolg oder sogar

Verschlechterung der Symptome). Eine Wiederkehr der Angstsymptome nach kurzfristiger Besserung

wird hidufig beobachtet., Wir untersuchen die auf Vorexperimenten basierende Hypothese, ob

bestimmte Proteine (sog. lonenkanile) eine Rolle bei der Entstehung von Angsterkrankungen und bei

Morbus Parkinson spielen. Das Absterben sog. dopaminerger Neurone im Gehirn ist fiir Morbus

Parkinson verantwortlich und kann méglicherweise durch Blockade der untersuchten lonenkanglen

verhindert oder verzogert werden. Ahnliche Hinweise ergeben sich fir die Rolle dieser Kanile bei

Angsterkrankungen. Mause stellen fiir diese Untersuchungen den international akzeptierten und

verwendeten Modellorganismus dar. In diesen lassen sich sowohl genetische Verdnderungen

(einschiieBlich solcher die spontan bei Menschen auftreten) einbringen und auch komplexe humane

Erkrankungen {wie Angsterkrankungen oder Parkinson) simulieren. Weiters kann durch die gezielte

inaktivierung bestimmter lonenkanéle ihre krankheitsrelevante Rolle bei diesen Stérungen genau

studiert werden und somit auch die mégliche Wirksamkeit von Medikamenten vorhergesagt werden.

Bei entsprechendem Nachweis ermoglicht dies moglicherweise die Entwicklung von neuen

Medikamenten gegen diese Erkrankungen. In einem kollektiven Ansatz zur Verminderung der Anzahl

von Versuchstieren entsprechend den Prinzipien der Européischen Richtlinien wird eine Gesamtzahl

von insgesamt 694 Versuchstieren fir die geplanten Experimente (zusdtzlich 1700 Méuse fiir

Zuchtzwecke) fiir einen Zeitraum von vier lahren beantragt. Diese Zahl ergibt sich aus statistischen

Berechnungen, welche sicherstellen sollen, dass dies die geringste bendtigte Zahl darstellt, mit der

relevante Erkenntnisse im Sinne der geplanten Experimente erhaiten werden kénnen. In allen

Stadien des Projekts werden sog. "break points" implementiert, also Kriterien, anhand welcher

entschieden werden soll, ob weiterfiihrende geplante Experimente aufgrund der zu diesem Zeitpunkt

bereits erhaltenen Daten liberhaupt wissenschaftlich gerechtfertigt sind und fortgefithrt werden
sollen. Alle Experimente sind innerhalb sorgfiltig konzipierter wissenschaftlicher Projekte auf der

Basis bereits publizierter (und somit durch Peer Review validierter) Vorexperimente aufgebaut.

Dementsprechend werden unsere Ergebnisse wiederum in internationalen Journalen publiziert,

wodurch die Notwendigkeit derselben Experimente anderswo entfallt.

Implementierung der "3 R":

1. FEinige der Experimente zur Beantwortung der ohigen Fragen (z.8. pharmakologische Analysen
der lonenkanile) kénnen bereits in unserem Labor seit Jahren an in Kultur geziichteten Zelfen
durchgefiihrt werden und reduzieren daher die Zahl der Tierexperimente. 50 kénnen
Arzneistoffe auf ihre Wirksamkeit in vitro anstatt in Tieren getestet werden.

2. Basierend auf publizierten Daten kann die Zahl der Tiere fiir die einzelnen Experimente auf das
minimale MaR reduziert werden.

3. Implementierung spezifischer "break points" (siehe ohen) stellt wissenschafltich
ungerechtfertigte Verwendung sicher.

Es werden alle nétigen MaBnahmen ergriffen, um nicht nur die Anzahl der Versuchstiere zu
reduzieren, sondern auch um jegliche unnétige Belastung zu verhindern. Die Tiere werden
regelmiRig sowohl von wissenschaftlichen Mitarbeiterinnen als auch von ausgebildeten
Tierpflegerinnen auf thr Wohlbefinden Gberwacht und im Falle unnétigen Leids sofort mittels
Uberdosis eines Anidsthetikums euthanasiert. Die Tiere werden in einem modernen Tierhaus
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untergebracht und unter spezifisch pathogen-freien Bedingungen unter medizinischer Aufsicht eines
Veterindrmediziners gehalten.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spdtestens 31.Mai 2018 vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs (gemas § 5 TVG 2012): Grundiagenforschung

Ad 1.: Obwohl die erste, meist schitzende Antwort auf eindringende Keime die Einleitung einer
Entziindungsreaktion ist, kann es oftmals vorkommen, dass die Entziindung selbst mehr Schaden
anrichtet -und somit zum Tod fiihren kann. Diese sogenannte {iberschieRende Entzlindungsreaktion
ist ein grofes Problem in der klinischen Praxis und verantwortlich fir hohe Sterblichkeitsraten nach
Infektionen. Das Ziel dieses Tierversuches ist es nun bisher unbekannte Mechanismen der Regulation
der Entziindungsantwort im Rahmen von Infektionen zu untersuchen, mit der Hoffrung neue
therapeutische Ansitze zu finden, die eine iberschieRende Entziindung verhindern kénnen. Der
Ansatz dieser Studie ist ein spezieller Rezeptor, der die Produktion von proinflammatorischen
korpereigenen Substanzen (Zytokine) limitiert und so eine potentiell schidliche Entziindung zu
vermeiden vermag.

Ad 2.: 192 C57_BL/5 Mause unterschiedlichen Genotyps.

Ad 3.: Das Projekt verwendet ein sehr gut etabliertes und international akzeptiertes Mausmodell mit
standardisierten Haltungs-und Versuchsbedingungen und beriicksichtigt somit alle Anforderungen
zur Vermeidung, Verminderung und Verbesserung der Untersuchungen. Entsprechende Vorversuche
wurden an Zelllinien durchgefilhrt. Dem 3R-Konzept wird weiters durch Standardisierung der
Haltungs-und Versuchsbedingungen, durch die Verwendung geeigneter statistischer Methoden zur
Fallzahlberechnung und somit zur Reduktion der benétigten Tiere Rechnung getragen. Zur
Minderung der Belastung werden die Tiere sozial und in angereicherter Umgebung gehalten.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spitestens 31. Mai 2017 vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs ([geméR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Projektziele: Virusinfektionen wie das Humane Immuncdefizienz Virus (HIV) oder das Influenzavirus
stellen eine grofie Bedrohung fiir die menschliche Gesundheit dar. Eine der héaufigsten klinische
Komplikationen stelit dabei die Schwichung des Immunsystems dar, wodurch es in weiterer Folge zu
einer erhdhten Anfilligkeit fiir sekunddre Superinfektionen kommt. Prominente Beispiele dafiir sind
das durch HIV verursachte erworbene Immundefizienz Syndrom (AIDS) ader auch bakterielle
Superinfektionen bei Patienten mit vorhergehender Influenzavirus Infektion. Die dadurch
hervorgerufenen Erkrankungen kéinnen einen sehr schweren Verlauf haben und zum Tod fiikren. Die
involvierten molekularen Mechanismen sind jedoch nur bruchstiickhaft bekannt und die
Therapiemdglichkeiten beschrankt. Das hat nicht zuletzt mit der komplexen und sich gegenseitig
beeinflussenden Dynamiken von zwei unterschiedlichen Krankheitserregern sowie dem
Immunsystem zu tun und stellt somit eine groRe Herausforderung fiir die Forschung dar. Manche
eingeschrénkte Fragestellungen von Virusinduzierter lmmunsuppression kénnen wir mittels
Zellkultur in der Petrischale beantworten. Im Hinblick auf systemische und klinisch-relevanten
Erkrankungen ist es jedoch unerldBlich, Tiermodelle zu verwenden, die verschiedenen
kommunizierenden Organsysteme darzustellen und méglichst viele Ahnlichkeiten zum humanen
Erkrankungsbild besitzen. Die damit gewonnenen neuen Erkenntnisse sollen neue Ziele fir
Behandlungswege aufzeigen, die zu verbesserten praventiven und Krankheits-reduzierenden
Therapieformen fiir Viruserkrankungen und Superinfektionen fiihren.

Anzahl und Art der verwendeten Tiere: Wir verwenden Virus-und Bakterieninfektionsmodelle in der
Maus, die in der Vergangenheit zu wesentlichen human-relevanten Erkenntnissen geflhrt haben,
Durch die Untersuchung von Mausstammen, denen definierte Teile des Genoms fehlen, planen wir
die Rolle und Funktion einzelner Gene fiir die virale Immunsuppression aufzudecken. Komplementédr
dazu planen wir bis zu 1920 Laborméuse einzusetzen, um ein besseres Verstandnis zu erlangen, wie
primdre virale Infektionen in weiterer Folge zu Immunsuppression fihren und damit zu
Superinfektionen von Bakterien und Viren pradisponieren.

Angaben zur Erfillung der ,3R": Im Hinblick auf das 3R Konzept {Vermeidung, Verminderung,
Verfeinerung) versuchen wir in diesem Projekt wo moglich Zellkultur Techniken zu verwenden, um
die zelluldre Antwort auf Infektionen zu untersuchen. Unter Beriicksichtigung der ,,3Rs” verwenden
wir international anerkannten etablierte Infektionsmodelle sowie standardisierte Haltungs- und
Versuchsbedingungen, um die Tierzahl auf das notwendige Minimum zu reduzieren, und arbeiten mit
erfahrenen Wissenschaftern aus den jeweiligen Bereichen zusammen.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spidtestens 31. Oktober 2019 vorgesehen,
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Zweck des Tierversuchs {gemdR § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Beurteilung, Erkennung, Regulierung oder Verdnderung physiologischer Zustinde bei Menschen,
Tieren oder Pflanzen

1. Angaben (iber Projektziele, einschiieRlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Da das Fehlen von Etherlipiden, einer speziellen Klasse der Phosphalipide, im Menschen dramatische
Konsequenzen in Form einer t8dlichen Erkrankung hat, untersuchen wir die molekularen Ursachen
dieser Krankheit mit Hilfe eines Mausmodells. Erkenntnisse aus bisherigen Studlen weisen auf eine
wichtige Rolle dieser Lipide bei der Reizweiterleitung im Gehirn (synaptische Ubertragung) hin. Um
Aufschluss Giber die genaue Funktion der Etherlipide im Organismus zu erhalten, ist es notwendig, die
Reizleitung direkt im Gehirn des lebenden Tiers zu studieren. Die so gewonnenen Erkenntnisse
werden voraussichtlich einen entscheidenden Beitrag zum Verstindnis der im Menschen bis jetzt
nicht behandelbaren Erkrankung der Etherlipiddefizienz liefern und kénnten infolgedessen auch fir
eine zukiinftige therapeutische Intervention von Bedeutung sein.

2. Art und Anzahl der Tiere

Die synaptische Ubertragung wird zwischen Kontroll-und Etherlipid-defizienten Mausen verglichen.
Dazu kommen insgesamt 55 Tiere zum Einsatz. Fir die Erhaltung der Mauslinie und die Zucht der
notwendigen Tierzahlen werden voraussichtlich zusatzliche 500 Tiere genotypisiert. '

3. Erfiillung der ,,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Um den Einsatz von Tierversuchen nach Méglichkeit zu vermeiden, haben wir alle
Voruntersuchungen zu unserer Fragestellung entweder in Zellkulturen oder in isoliertem Gewebe
durchgefilhrt. Eine endgiiltige Antwort kann jedoch nur durch Studien am lebenden Organismus
erhalten werden. Durch die hohe Standardisierung des Versuchsablaufs sowie die genaue Planung
des Experiments und der statistischen Auswertung der Ergebnisse versuchen wir einerseits, die Zahl
der verwendeten Tiere so gering wie moglich zu halten, gleichzeitig aber auch geniigend Tiere
einzusetzen, um eine eindeutige Antwort auf unsere Fragestellung zu erhalten und so weitere
Tierversuche zu verhindern. Unsere Versuchsplanung zielt auRerdem darauf ab, die entstehenden
Belastungen fir die Tiere méglichst gering zu halten. Auferhalb des Versuchszeitraums werden die
Mause durch geschultes Personal fachgerecht gepflegt.
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Zweck des Tierversuchs {gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben Uber Projektziele, einschlieflich zu erwartender Schaden und Nutzen

Chronische Lungenerkrankungen wie chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (COPD) und
Lungenfibrose (IPF) sind eine extreme gesundheitliche last fiir die gesamte Weltbevélkerung und die
Gesundheitssysteme. Die Entstehung einer mit diesen Lungenerkrankungen assoziierten vaskuldren
Erkrankung schrinkt die Uberlebenschancen der betroffenen Patienten zusétzlich erheblich ein.
Diese vaskuldren Erkrankungen werden durch einen stetigen Anstieg der pulmonalvaskularen
Resistenz charakterisiert, was im Verlauf der Erkrankung zu Rechtsherzdysfunktion und
schlussendlich zum Tod der betroffenen Patienten fihren kann. Die diesen vaskuléren Erkrankungen
zugrundeliegenden Mechanismen und Prozesse sind noch nicht zur Geniige charakterisiert. Das
Wissen (iber die Zusammenhiinge der Prozesse und Interaktionen verschiedener Signalmolekiile und
-wege sind jedoch von entscheidender Bedeutung fiir die Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten
fiir Patienten mit chronischen Lungenerkrankungen. !m Zuge dieses Projektes werden diese
molekularen Mechanismen und Gen-Defekte, die der Entstehung einer chronischen
Lungenerkrankung im Patienten Zugrunde liegen untersucht. Ein Schwerpunkt dieser Forschung
spielt dabei die Charakterisierung genetisch verdnderter Mausmodelle.

2. Art und Anzahl der Tiere
3200 Méuse pro Jahr fir eine Dauer von 4 Jahren

3. Erfiillung der,, 3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Multiple in vitro Vorversuche zeigten bereits eine mogliche relevante Rolle spezifischer Gene hei
chronischen Lungenerkrankungen und lassen eine Rolle dieser Gene in den an der Erkrankung
beteilipten Prozesse und Signalwege vermuten. Wenn moglich sollen in diesen Experimenten
Primarzellen aus den genetisch verdnderten Mausen genutzt werden um Signalwege aufzuklaren.
Dies ist jedoch leider nicht fiir jede Fragestellung moglich. Komplexe pathophysiologische
Zusammenhinge, die diesen chronischen bungenerkrankungen zugrunde liegen, k&nnen nur im
lebenden Organismus untersucht werden. Da die Aussagen von Zellkulturexperimenten begrenzt sind
und nicht im Zusammenhang mit der Funktion eines Gens im ganzen Organismus stehen bzw. die in
vivo Situation darstellen, sind transgene und knock-out Mausmodelle von entscheidender Bedeutung
in der Aufkldrung bestimmter Krankheiten und méglicher Therapieansdtze. Zur Reduzierung der
Gesamtzahl an genutzten Miusen, werden nur so viele Mause wie fir das Experiment bendtigt
geziichtet. Zur Erhaltung eines Mausstammes werden zwei Zuchtpaare behalten um fir weitere
Zuchtungen die Geschwisterverpaarung zu vermeiden.
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Zweck des Tlerversuchs (gemé@R § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben iber Projektziele, einschlieBlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Bislang gibt es fir kardiovaskuldre Erkrankungen, die derzeit bei Menschen Platz 3 der hiufigsten
Todesursachen darstellen, keine effektive und nebenwirkungsarme Therapie. Kardiovaskuldre
Erkrankungen sind mit reduzierten kérperlichen Leistungsfihigkeiten und damit der Lebensqualitiit
verbunden. In den Kliniken sind Belastungstests Standardverfahren, um den Krankheitsverlauf und
das Ansprechen auf die Behandlung zu (berwachen. Ziel ist es in diesemn Projekt, einen
Belastungstest in verschiedenen Tiermodellen von kardiovaskuldren Erkrankungen zu intergrien.
Dadurch erhiht sich das Wissen, welches aus diesen Modellen gewonnen werden kann, was eine
bessere Ubersetzung fiir die menschliche Krankheit und eine einhergehende Entwicklung von
Behandlungsstrategien bietet.

2. Art und Anzahl der Tiere
Mause, 154
Ratte, 34

3. Erfilllung der ,3R" {Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Bel der Messung der physischen Aktivitit wird Zusammenspiel von Atem-, Herzkreislauf- und
Muskelsystemen gemessen. Diese hochkomplizierte physiologische Reaktion kann nicht in ex vivo
oder in vitro Modelle nachgeahnt werden. Dadurch sind die Untersuchungen an lebendigen Tieren
unvermeidbar. Um Tierzahlen auf ein Minimum zu reduzieren, werden die Ergebnisse dieser Studie
zur Berechnungen von GruppengréBen fiir zukinftige Studien benutzt.

90% von die beantragt Tieren sind von andere Tierversuchen. Alle Tiere werden unter optimalen,
Gberwachten und schmerzfreien Konditionen gehalten.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spatestens 31. Maij 2015 vorgesehen.
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Die Entwicklung von Medikamenten beinhaltet neben der Untersuchung der Wirksamkeit auch
Untersuchungen zur Sicherheit, um Nebenwirkungen zu beschreiben. Bevor neue potentielle Medikamente
in klinischen Studien getestet werden kénnen, sind von den Regulatoren Sicherheitsstudien an
Versuchstieren (Toxizitdtsstudien und Sicherheitspharmakologie) vorgeschrieben. Die beantragten
Versuche sind von den Regulatoren anerkannt und bilden eine wichtige Grundlage fiir die weitere
praklinische sowie klinische Entwicklung neuer Medikamente.

Um die Zahl der Versuchstiere zu reduzieren, werden neue Derivate zundchst mit hoher Wirkung und
geringer Zelltoxitdt fiir die weitere Entwicklung ausgewdhlit. Bei der Erforschung neuer Medikamente
(gegen lebensbedrohliche Krankheiten) kann eine schwere Belastung einiger Versuchstiere leider nicht
ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund wird eine ausfithrliche riickblickende Bewertung des Versuches
in regelmiBigen Absténden durchgefiihrt. Projektierte maximale Tierzahlen: 3.750 Mause und 3.000 Ratten

Eine riickblickende Bewertung gemaR § 30 TVG 2012 findet erstmals im Janner 2016 und dann im Jjuli 2018
{ca. 6 Monate vor Ablauf der Versuchsgenehmigung )statt.
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Zweck des Tierversuchs (gemaf § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Woas ist das Ziel unseres Projektes?

Ziel unseres Projektes ist es, zu erforschen welche Faktoren fiir die Entstehung und Entwicklung des
Lungenhochdrucks oder pulmonale Hypertonie (PH) verantwortlich sein kénnen. Lungenhochdruck
ist eine heimtiickische Erkrankung mit letztlich tédlichem Ausgang, die durch eine stetige Abnahme
der Leistungsfahigkeit und Lebensqualitit der Betroffenen gekennzeichnet ist.

Der Begriff Lungenhochdruck steht fiir eine Verengung der LungengefiRfen, die zu einer standig
zunehmenden Atemnot und Leistungslimitierung im Alltag fihrt. Der Lungenhochdruck hat meistens
eine sehr schlechte Prognose. Ohne Behandlung kéinnen die Betroffenen innerhalb von 3 Jahren nach
der Diagnose sterben. Viele Betroffenen haben daher eine schlechtere Prognose als Pateinten mit
den meisten Krebserkrankungen. Daher besteht ein dringender Bedarf an Grundlagenforschung. in
unserem Projekt konzentrieren wir uns an die Erforschung von zirkulierenden Zellen, die fiir die
Entstehung der Krankheit eine wichtige Rolle spielen kénnen.

Wie hoch ist die Belastung fiir die Versuchstiere?

Die Belastung der Mause ergibt sich aus mehreren Faktoren: a) Kifighaltung unter niedrigen aber
physiologischen Sauerstoffkonzentrationen; b) subkutane Verabreichung einer PH induzierende
Substanz unter Vollnarkose; c) die daraus resultierenden Krankheitssymptome  und d)
Rechtsherzkatheter unter Volinarkose. Tiere, die Schmerzen zeigen (z2.B. Fieber, Appetitlosigkeit,
Lethargie, Gewichtsverlust), werden mit einem Schmerzmittel behandelt und im Falle anhaltender
Symptome ein Tierarzt konsultiert. Insgesamt schitzen wir die Belastung der Tiere als mittelgradig
ein,

Anzahl der Versuchstiere: 30 Ratten

Wir benétigen flr unsere Untersuchungen ménnliche Sprague-Dawley Ratten. Fiir dieses Projekt
werden insgesamt 30 Ratten eingeplant. Davon erhalten 15 eine Behandlung, welche eine PH nach
sich ziehen kann. An allen Raten wird ein Rechtsherzkatheter unter Volinarkose durchgefihrt. Die
Anzahl der Versuchstiere ist so gew&hlt, dass statistisch signifikante Unterschiede zu erwarten sind,
also nach Beendigung des Projektes klare Aussagen gemacht werden kdnnen. Zusatzlich haben wir
die Menge an informationen, die wir von einem Tier erhalten, durch die Wahl unserer
Versuchsanordnung maximiert.

Warum miissen wir Ratten verwenden?

Wir haben bereits eine groBe Anzahl von Experimenten mit Zellen aus dem Gefdlwand, das wir jetzt
weiter untersuchen wollen, in Zellkulturen durchgefiihrt. Aber der Entstehung und Entwicklung des
Lungenhochdrucks liegt ein komplizierter Prozess zugrunde, der Interaktionen zwischen vielen
verschiedenen Zelltypen im Kérper notwendig macht. Wir sind nun an einem Punkt angelangt, an
dem Ergebnisse aus einzelnen Zellkulturen in einem Brutschrank nicht mit der tatsichlichen
Komplexitit eines lebenden Qrganismus verglichen werden kénnen.
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Zweck des Tierversuchs {gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

In diesem Tierversuchsvorhaben sollen die detaillierten Auswirkungen von Eisen auf kardiovaskuldre
Erkrankungen untersucht werden: dazu soil die Kurz-und Langzeitwirkung einer therapeutischen
Modulation des Eisenhaushalts in einem Tiermodel fiir Herzinfarkt und Kardiomyopathie analysiert
werden. Das Ziel dieses Projekts ist die Aufkidrung grundiegender Mechanismen bei akutem
Herzinfarkt und ischimischer Kardiomyopathie, insbesondere die therapeutische Wirkung von Eisen.
Firr die Versuchsdurchfihrung sind insgesamt 280 Mause fir drei Jahre geplant.

Durch langjéhrige Erfahrung bei der Durchfiihrung solcher Versuche kénnen wir die Fallzahl durch
die Vermeidung von Etablierungsexperimenten und durch optimierte Operationstechniken
verringern, die Tiere werden durch unsere langjéhrige Erfahrung schonend behandelt. Dies und die
gute Analgosedierung dienen klar zur Verminderung der entstehenden Schmerzen.

Wir erwarten uns von diesen Ergebnissen eine bessere Behandlungsmaglichkeit und eine hdhere
Uberlebensrate von Herzinfarktpatienten, wenn sie zum richtigen Zeitpunkt einer speziellen
Eisenbehandlung unterzogen werden.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spitestens 30. November 2017 vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs (geméaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben liber Projektziele, einschlieBlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Im Rahmen dieses Projekts planen wir die biologische Rolle von anti-apoptotischen Proteinen
welchen eine bestatigte Rolle in der pathogenese verschiedener Tumorerkrankungen als auch bei der
Entwickiung von Autoimmunitdt zugeschrieben wird zu untersuchen. Bei den geplanten Analysen
sollen genetisch modifizierte Méduse verwendet werden, um den Einfluss verdnderter Proteinniveaus
auf die normale Entwicklung des Immunsystems {IS) als auch dessen Funktionalitit kurz-und
langfristig zu untersuchen. Wir glauben, dass solch ein Ansatz eine Reihe von Erkenntnissen bringen
kann, besonders auch was die Rolle dieser Gene in Myelopoiese anbelangt, und die zur Aufkldrung
der Pathogenese von Immunerkrankungen, als auch Leukdmien, und in weiterer Folge somit auch zur
Etablierung verbesserter Therapien betragen wird.

Pa die Tiere einer strikten Kontrolle unterliegen und entweder vorzeitig zur Organentnahme getttet
oder bei erster positiver Tumordiagose getétet werden, ist die Belastung als Mittel einzustufen.
Toétung erfolgt durch Genickbruch, nach Inhalationsnarkose.

2. Art und Anzahl der Tiere
3.000 Mduse

3. Erfillung der ,,3R" {(Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Replacement/Vermeidung - Sowohl Autoimmunitit und maligne Erkrankungen des Bluts sind
multifaktorielle Pathologien, die in Zellkultur nur in duferst limitiertem Masse abgebildet werden
kénnen. Der GroRteil der von uns geplanten Untersuchungen nutzt priméres Zellmaterial aus den
erwdhnten Mauslinien. Eine limitierte Zahl von Tieren soll fiir die Untersuchung der Genmodifikation
im Kontext des Alterns baw. fUr die Analyse von Tumorneigung und der Immunantwort genutzt
werden.

Reduction/Verminderung - In der Regel werden pro Genotyp maximal 2 Zuchtkifige verwendet und
die Zahl der erwachsenen Tiere in einer etablierten Kolonie betrdgt, je nach Bedarf, in der Regel
zwischen 10-12 Tiere. Durch die Etablierung von immortalisierten Zelllinien aus dem Knochenmark
der Tiere kann die Zahl der fir die Organentnahme notwendigen Tiere signifikant reduziert werden .
Refinement/Verbesserung - Die Tiere werden in Gruppen zu 4-7 Tieren gehalten {soziale Tiere) und
haben in jedem Kifig Einstreu, Stroh als auch ein Hauschen als Riickzugsmoglichkeit.
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Die vorgesehenen Untersuchungen dienen der translationalen angewandten Forschung zur
Vorbeugung und Behandlung von Krankheiten und deren Folgen bei Menschen. Die zu
untersuchenden Tiere sind 202 Ratten. Die Versuchshedingungen werden so gewéhlt, dass mittels
potenter Narkose und Analgesie und durch die tagliche tierarztliche Inspektion aller operierten Tiere
und die tagliche tierpflegerische Betreuung und Konditionierung aller Tiere Schmerzen, Leiden und
Angsten der Tiere moglichst verhindert werden.

Eine riickblickende Bewertung wird am 10. Jdnner 2015 stattfinden.
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Zweck des Tierversuchs (gemdl § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Die moderne biomedizinische Forschung erfordert Versuchstiere mit gezielt induzierten,
genetischen Verdnderungen, da diese den Zwischenschritt zur Forschung am Menschen darstellen. Es
besteht prinzipiell die Mbglichkeit, dass bestimmte pgenetische Verdnderungen selbst eine
Beeintrichtigung von Gesundheit und Wohlbefinden des Versuchstieres darstellen konnen. Ziele des
vorliegenden Projekts sind einerseits die Erbaltung der genetisch verénderten Mausstdmme und
andererseits die nicht-invasive Erfassung, Dokumentation und Bewertung méglicher
Beeintrichtigungen.

2. 2280 Mause tber 5 Jahre

3. ,,Replace”:

Der hier vorliegende Antrag dient der Erhaltung von Mausstdmmen bzw. -linien fur Projekte und zur
Evaluierung der Belastungen der Tiere und kann folglich nicht durch eine Ersatzmethode ersetzt
werden.

~Reduce:

Wir versuchen die Anzahl der M3use durch folgendes Vorgehen so weit wie mdglich zu reduzieren:
1)} die zur Erfassung der Beeintrichtigungen geforderte Anzahl an beobachteten Tieren kann durch
eine minimale Erhaltungszucht erfiilit werden; es werden somit keine zusatzlichen Tiere geziichtet.
2} die méglichst genaue Planung von zukiinftigen Projekten soll dahin fithren nur wirklich benétigte
Mausstimme zu ziichten und zu erhalten; nicht bendtigte Stdmme konnen entsprechend
kryokonserviert werden 3) Die Zucht und Haltung der Tiere wird so geplant, dass in einem
Versuchsablauf moglichst alle Parameter untersucht werden knnen.

»Refine":

In den geplanten Beobachtungen soll durch verstirkte Versorgung und Kontrolle der Tiere ein
bestmogliches Wohlergehen gewihrieistet werden. Flr die Erhebung der, durch die genetischen
Veriinderungen verursachten, Belastungen miissen keine zusétzlichen Tiere geziichtet und gehalten
werden.
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Zweck des Tierversuchs {gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Gentherapeutische Ansitze stellen ein neues Behandlungskonzept fiir eine Vielzahl von
Infektionskrankheiten oder angeborene Mutationen dar. Hierbei werden Patientenzellen isoliert
auBerhalb des K&rpers mit viralen Vektoren modifiziert, um entweder die Resistenz oder eine intakte
Kopie des mutierten Gens zu iibertragen. In diesem Projekt sollen Blutzellen maodifiziert werden und
50 resistent gegeniiber von [nfektionskrankheiten gemacht werden. Das neue Therapiekonzept
wurde von uns bereits in Zellkulturexperimenten erprobt, wobei Zellen sehr effizient vor der
Infektion mit dem Erreger geschiitzt werden kénnen. Bevor ein solches neues Konzept allerdings in
klinischen Studien an Patienten erprobt werden kann, miissen nun zundchst Sicherheits- und
Effizienzuntersuchungen im Tiermodell durchgefiihrt werden. In den Experimenten werden
insgesamt maximal 360 Mause verwendet {240 davon fiir die Sicherheitsuntersuchungen und 120 fiir
die Effizienzuntersuchungen).

Bei der Planung der Experimente wurden immer die ,3R" (Vermeidung, Verminderung und
Verfeinerung}  beriicksichtigt. Parallel zu den Tierexperimenten werden weitere
Zellkulturexperimente durchgefiihrt, um wann immer méglich, die Mauszahlen zu reduzieren. Wir
arbeiten mit fihrenden Wissenschaftlern auf dem Gebiet und mit Statistikern zusammen, um
sicherzustellen, dass mit einer minimalen Tierzahl statistisch gesicherte Ergebnisse erzielt werden
kdnnen. Alle Experimente sind so geplant, dass die Belastung fiir die Tlere méglichst gering ist. Alle
Personen, die die Experimente durchflihren sind entsprechend geschult und werden stéindig weiter
gebildet. Durch Interaktion mit anderen Wissenschaftlern auf dem Gebiet und der
Tierschutzkommission unserer Einrichtung werden die Protokolle weiter verfeinert, um die Belastung
fir die Tiere zu minimieren.

Far die in diesem Projekt geplanten Experimente wurden Méiduse als Versuchstiere gewéhit. Das von
uns verwendete Modell ist ein Standardmodell fiir die Sicherheitsuntersuchungen neuer
Gentherapien und kann verldssliche Aussagen (iber die moglichen Gefahren bei einer Anwendung im
Patienten treffen. Daher wird es uns mdglich sein, das Gefdhrdungspotential des von uns neu
entwickelten Therapiekonzeptes durch den Vergleich mit Daten anderer Therapiekonzepte zu
ermitteln. Flr die Effizienzuntersuchungen werden Maiuse, die mit humanen Immunzellen
repopuliert wurden verwendet, um die sonst ndtigen Experimente in h&heren Siugern (z.B.
nichthumane Primaten) zu verhindern,

Die Ergebnisse dieses Projekts werden uns wichtige Informationen fiir die Weiterentwicklung unseres
neuen Therapiekonzepts zur klinischen Anwendung hin geben. Wir hoffen, die hierbei gewonnenen
Erkenntnisse der Sicherheitsuntersuchungen auch auf andere Krankheiten iibertragen zu kéinnen.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spatestens 31. Juli 2017 vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs {gemif § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Zweck des Projektes ist Erkenntnisgewinn in der Grundiagenforschung im Bereich der
neuropathologischen Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson oder Huntington. Die Tiere werden auf
Erinnerung- und Lernen untersucht. Die Verwendung von Tieren erfolgt unter den héchsten
ethischen Standards und der Antrag entspricht seinen wissenschaftlichen Zielen ,,3R". Aufgrund der
Fortschritte vom Verstindnis der Maus-Genetik, ist die Maus das am weitesten benutzte Sdugetier in
der biomedizinischen Forschung. Ziel ist es, die Regulation und Wirkungsweise von
Wachstumskontrollgenen zu  analysieren, um so die molekularen Mechanismen der
neuropatholgischen Erkrankungen aufzukliren. Ein Ersatz des Tierversuches (Replacement) durch in
vitro Methoden ist nicht méglich. Das Projekt wird mit 3500 Mausen berechnet
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13.Nichttechnische Projektzusammenfassung (§§ 26 Abs. 2 Z 5 und 31 Abs. 2
TVG 2012) :

Das vorgesehene Projekt dient dem Training von Medizinern und damit zur
Vorbeugung und Behandlung von Krankheiten und deren Folgen bei Menschen und
Tieren. Die fur die gesamte Projektdauer zu untersuchenden Tiere sind 390
Hausschweine. Die Versuchsbedingungen werden so gewahlt, dass mittels potenter
Narkose und intraoperativer Analgesie und Fliissigkeitsversorgung, und durch die
tagliche tierarztliche Inspektion aller Tiere prae OP und tégliche tierpflegerische
Betreuung inklusive Konditionierung aller Tiere Schmerzen, Leiden und Angste der
Hausschweine méglichst verhindert werden.
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Zweck des Tierversuchs (gemé@R § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Zweck des Projektes ist Grundlagenforschung im Bereich des Hormonhaushalts. Die chirurgische
Entfernung der Ovarien an weiblichen Tieren ist wissenschaftlich ein weltweit etabliertes Modell um
die Konsequenz eines niedrigen Hormonniveaus zu untersuchen, Die Verwendung von Tieren erfolgt
unter den hochsten ethischen Standards und der Antrag entspricht seinen wissenschaftlichen Zielen
{,3R"). Aufgrund der Fortschritte vom Verstindnis der Maus-Genetik, ist die Maus das am weitesten
benutzte Saugetier in der biomedizinischen Forschung. Ziel ist es, die Regulation und Wirkungsweise
von Wachstumskontrollgenen zu analysieren, um so die molekularen Mechanismen und
Regulationen in Hormon-bedingten Erkrankungen aufzukliren.

Ein Ersatz des Tierversuches (Replacement) durch in vitro Methoden ist nicht méglich.

Das Projekt wird mit 1050 Mé&usen berechnet.
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Zweck des Tierversuchs (gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Bei den Tierversuchen handelt es sich um Teilschritte auf dem Weg zur Entwicklung einer neuen
Therapie fiir Sehnen-und Knorpelschéden. Diese soll auf der Anwendung des Sekretoms {Gesamtheit
aller von Zellen produzieren Wachstumsfaktoren und Proteine), von mesenchymalen Stromazellen
{MSC) basieren. Diese zellfreie Therapie soll eine narbenfreie Heilung von Sehnen-und
Knorpelverletzungen ermbglichen. Hierzu wird das Sekretom fetaler und adulter Sehnen und Knorpel
untersucht und auf seine Wirksamkeit getestet. Im Zuge der Teilschritte im Versuch kann sich dabei
ein hoher Belastungsgrad fir die Tiere ergeben, dem wird versucht mit allen nétigen vor- und
nachsorglichen Behandlungen entgegenzuwirken.

Der Versuch wird an 80 Schafen durchgefiihrt.

Die Tiere sind an intensiven Kontakt mit Menschen gewdhnt. Fiir die jeweiligen Eingriffe werden
immer Kleingruppen von Tieren aus ein und derselben Herde eingesetzt. Hinsichtlich Refinement
erhalten die Tiere im vorgestellten Versuch eine vorsorgliche Schmerztherapie und ein innovatives
und modernes Andsthesieprotokoll. Durch die Durchfihrung einer Arthroskopie wird die Schidigung
des umgebenden Gewebes auf ein MindestmaR reduziert und unnétiger Odembildung vorgebeugt.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spitestens 31. Juli 2018 vorgesehen.
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Zwack des Tierversuchs {gem3R § 5 TVG 2012): Translationale oder angewandte Forschung zur
Verhdtung, Vorbeugung, Diagnose oder Behandlung von Krankheiten

1. Angaben iiber die Projektziele, einschliefilich des zu erwartenden Schadens und Nutzens - Text
hier eingeben.

Hithneradenoviren kéinnen beim Huhn zu verschiadenen Krankheitshildern fiihren, die sehr
unterschiedlich sein kénnen. Allerdings sind die Mechanismen und Wirtseinfliisse auf die durch
Adenaoviren hervorgerufenen Krankheitsbilder, wie die Einschiusskérperchenhepatitis oder das
Hydropericardium/Hepatitis Syndrom, sind kaum untersucht. Zusatzliche werden viele
subklinische Verlaufsformen berichtet.

Ziel des geplanten Tierversuches ist es unter kontrollierten Bedingungen Tiere mit definierten
pathogenen Feldisolaten zu infizieren und mittels unterschiedlicher Methoden die Pathogenitat
eines spezifischen Isolates zu untersuchen. Da die Leber als Zielorgan fungiert, soll inshesondere
der Einfluss auf die Leberenzyme untersucht werden. Durch Vergleich mit anderen erhobenen
Labordaten sollen insbesondere subklinische infektionen besser erfassbar gemacht werden. In
einem zweiten Teil sollen die méglichen genetischen Einfliike auf eine Infektion von Hilhnern
mit Adenoviren erfasst werden.

Insgesamt sollen die Ergebnisse wichtige Kriterien und Parameter etablieren, um die
Pathogenese einer Adenovirusinfektion des Huhnes detaillierter aufzukldren. Dies stelit die
Grundlage dar, um effiziente Bekdmpfungsstrategien zu entwickeln.

2. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere - Text hier eingeben.
300 spezifiziert pathogen-freie Hihner

3. Angaben iiber die Erfiillung der ,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung) - Text
hier eingeben.

Es gibt keine in vitro - Alternative um die beschriebenen Untersuchungen durchzufiihren, daher
kann auf dieses Tierexperiment nicht verzichtet werden. Jedoch ist der Tierversuch so erstellt,
dass eine minimale Anzahl von Tieren verwendet wird, ohne die statistische Berechenbarkeit von
Ergebnissen zu gefdhrden. Die Tiere stehen unter regelmiRiger Kontrolle und genau definierte
Abbruchkriterien sollen ein protrahiertes Tierleid vermeiden.
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Zweck des Tierversuchs (gem&R § 5 TVG 2012); Entwicklung und Herstellung sowie Qualitits-,
Wirksamkeits- und Unbedenklichkeitspriifung von Arzneimitteln, Lebensmitteln, Futtermitteln und
anderen Stoffen oder Produkten, wenn dies zur Erreichung der in § 5 Z 2 genannten Ziele erforderlich
ist

Neue Therapien sind fiir viele Autoimmunerkrankungen trotz bereits bestehender Erfolge sinnvall
und notwendig. In dem Zusammenhang besteht groRBer Bedarf an der Entwicklung
immunmodulatorischer, bzw. immunsuppressiver Medikamente mit einem méglichst geringen
Nebenwirkungsspektrum, welche als Alternative im Kampf gegen dieses Krankheitsspektrum
eingesetzt werden kénnten. Ein solches neues immunsuppressives Medikament kdnnten diese
neuartige Substanz und seine Derivate werden. In in vitro Experimenten stelite sich heraus, dass
diese Substanz in einer Konzentration von 10 pM selektiv die Stimulation von T Zellen {Jurkat
T Zellen, eine humane T-Zell Leukdmiezellinie) zu inhibieren scheint und dabei weder die
Degranulation von Mastzellen noch die Stimulation von dendritischen Zellen beeinflusst wird.

Aus dem getesteten Pool von ca. 100 Substanzen wurden sechs Kandidaten in vitro identifiziert, die
Fhnlich wie diese Substanz eine inhibitorische Wirkung auf stimulierte T Zellen aufweisen und dabei
kaum zytotoxisch sind. Es konnte eine signifikante Wirkung ven einer Substanz und zweier Derivate
in einem mechanistischen T-Zellmodell gezeigt werden.

Als Versuchstiere werden weibliche Miuse der Stimme BALB/c Maus, und C57BI/6 Maus zwischen
10 und 12 Wochen eingesetzt. Insgesamt sind maximal 240 Tiere fiir die Testung weiterer Derivate
und Metaboliten eingeplant.

Diese Studie wurde unter Einhaltung des ,3R” Prinzips geplant.

Es wurde flir diese Zielsetzung nach Ailternativmethoden in den ECYAM / ZEBET Datenbanken
gesucht, aber keine entsprechenden Methoden zur Testung der Substanzen ohne Tiermodell
gefunden, da ja alle in vitro Methoden schon ausgeschdpft wurden. Natiirlich wurde bei der
Versuchsplanung auch eine Risikoabschitzung gemacht und versucht die Anzahl der Tiere so gering
wie maoglich zu halten. Weniger groRe Tierzahlen als die geplanten wiirden die erwartete
Trennschirfe der Tests und deshalb die Aussagekraft der Experimente kompromittieren. Auch wurde
immer beachtet das Leiden der Tiere so gering, wie méglich zu halten.
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Zweck des Tierversuchs (gemiR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben ither Projektziele, einschileflich zu erwartender Schaden und Nutzen und

2. Art und Anzahl der Tiere

Bei diesem Projekt handelt es sich um das Folgeprojekt einer groB angelegten Studie, in der die
Effekte von calciumregulierenden Hormonen in verschiedenen Organsystemen untersucht werden
sollten. Dazu wurden verschiedene genetisch verdnderte M3use verwendet. Eines der wichtigsten
Ergebnisse der Studie war, dass einige der untersuchten Faktoren moglicherweise eine Rolle bei der
Regulation des Salzhaushaltes in der Niere und damit auch in der Regulation von Wasserhaushalt und
Blutdruck spielen. Da Bluthochdruck und die dadurch verursachten Schiden im Herz-Kreislaufsystem
in den Industrielindern eine sehr hiufige Ursache fir Erkrankungen wie Herzinfarkt und Schlaganfall
sind, ist es hochrelevant, genaueren Einblick iiber die mogliche Rolle dieser Faktoren bei der
Blutdruckregulation in der Niere zu bekommen. In der aktuellen Studie liegt der Schwerpunkt der
geplanten Versuche auf diesem Themenbereich. Es handelt sich dabei wieder um eine grofd
angelegte Studie mit einer geplanten Laufzeit von 3 bis 5 Jahren, in der ein erweitertes Tiermodell
sowie verschiedene experimentelle Vorgehensweisen wie z.B. Didtversuche und Applikation von
nierenaktiven Substanzen, aber auch Ultraschalluntersuchungen am Herzen sowie
Blutdruckmessungen zum Einsatz kommen sollen. Geplant ist die Verwendung von maximal 1394
Mausen im Versuch; aus zuchttechnischen Griinden ist die Produktion von weiteren ca. 440 Tieren,
die trotz eines die Gesundheit beeintrichtigenden Phinotyps nicht in Versuch genommen werden
kénnen, leider unumginglich. Insgesamt miissen ca. 9000 Tiere erzeugt und durch pcr mit Material
aus einer Schwanzspitzenbiopsie genotypisiert werden, um die Tiere mit den fiir den Versuch
erforderlichen Genotypvarlanten zu generieren. Die hohe Tierzahl erklart sich aus der Vielzahl van
Variationen der zu untersuchenden Faktoren im Tier sowie der unterschiedlichen Genotypvarianten
der zu untersuchenden Tiere (7 verschiedene Gruppen) ebenso wie in der Anzahl der verschiedenen
zu applizierenden Substanzen sowie der Untersuchung verschiedener Altersgruppen. Die durch die
genetische Modifikation induzierten Verinderungen im Stoffwechsel der Tiere filhren bei einem
GroRteil der Tiere nicht zu einer Beeintrichtigung von Entwicklung und Lebenserwartung, ebenso
wie auch die geplanten Versuche bei den Tieren nicht dazu geeignet sind, ldngerdauernde
Schmerzen, Leiden oder Schiden zu verursachen. Demgegeniiber steht der mogliche Nutzen dieser
Studie: Die zu gewinnenden Daten sollen genaueren Aufschluss geben liber die derzeit noch in
weiten Teilen ungeklarten Mechanismen, durch die verschiedene Faktoren in der Niere auf die
Ausscheidung bzw. Retention von Salzen Einfluss nehmen und dadurch indirekt den Blutdruck
regulieren. Diese Informationen sind nicht nur wichtig, um grundsitzlich ein besseres Verstandnis fir
die Mechanismen der Blutdruckregulierung zu entwickeln, sondern sie kénnen méglicherweise auch
dazu beitragen, dass neue Wege der Beeinflussung des Blutdrucks gefunden werden, die auch
therapeutisch nutzbar sind.

3, Erfiiliung der,,3R" {Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Versuche, in denen es um Regulationsmechanismen geht, die den ganzen Kérper betreffen, kénnen
grundsitzlich nur in lebenden Tieren durchgefiihrt werden. Im vorliegenden Fall gibt es schon
umfangreiche Daten (in-vivo und in-vitro} aus dem Vorlduferprojekt, innerhalb dessen auch die
geplanten Versuchsmethoden etabliert und optimiert wurden. Dadurch stellt das vorliegende Projekt
eine Weiterentwicklung dar, die durch die Fokussierung auf eine hoch relevanten Themenbereich,
das Zurlickgreifen auf zahlreiche schon vorhandenen Basisdaten sowie eine perfektionierte Methodik
dazu beitragen wird, Tiere einzusparen und die Belastung fir die Tiere zu minimieren.
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Zweck des Tierversuchs {gemdR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben aber Projektziele, einschlieRlich zu erwartender Schaden und Nutzen

Die Organtransplantation stelit heutzutage die Methode der Wahl in der Therapie von terminalem
Organversagen, wie z.B. der chronischen Niereninsuffizienz, dar, und hat sich in den letzten
Jahrzehnten zu einem routinemaRig angewandten Verfahren entwickelt. Trotz der hervorragenden
Kurzzeitergebnisse nach Transplantationen, stellt der chronische GefiRschaden nach der
Organverpflanzung eine bedeutende Hiirde dar, welche eine langfristige, gute Transplantatfunktion
deutlich einschranken kann. Ausléser dieses Schadens kénnen eine Reihe von Storfaktoren sein,
welche unmittelbar vor und wiéhrend der Wiederherstellung des Blutflusses im Rahmen der
Operation auftreten, wie z.8. die Bildung von freien Sauerstoffradikalen. Derzeit wird eine Vielzahl
von Medikamente in verschiedenen Untersuchungen eingesetzt, um diese stérenden Faktoren
auszuschalten, um somit eine langfristige gute Organdurchblutung zu gewahrleisten. Statine stellen
eine dieser Medikamentengruppen dar. Statine werden derzeit aufgrund der cholesterinsenkenden
Wirkung zur Vorbeugung von GefaRerkrankung eingesetzt. Jedoch gibt es noch eine Vielzahl anderer
positiver Wirkungen dieser Medikamentengruppe, welche noch unerforscht sind, wie z. B.
entziindungshemmende Eigenschaften. Zudem wird den Statinen eine Wirkung als Radikalfinger
zugesprochen, welche zur Vorbeugung des chronischen Gefifschadens nach Organtransplantation
genutzt werden kann. Es ist nun Ziel dieser Studie den Einfluss und die Wirkung von Statinen auf den
nach Organtransplantation auftretenden GefiBschaden zu untersuchen. Hierzu wird ein international
anerkanntes und reproduzierbares Aortentransplantationsmodell in der Maus angewandt. Zudem ist
es Ziel dieser Studie zu untersuchen ob eine einmalige Spendertherapie ausreicht, um die chronisch
verlaufende GeféRverengung/-schadigung im transplantierten Organ zu verringern. Diese gezielte
Fragestellung wurde in einem Transplantationssetting noch nicht untersucht und stellt somit eine
Neuheit dar.

2. Art und Anzahl der Tiere:;
Insgesamt werden innerhalb von 3 Jahren maximal 352 Mause verwendet

3. Erfiillung der ,3R" {Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es keine alternativen in vitro bzw. virtuellen Methoden, welche die
natirlich vorkommenden Prozesse im Rahmen der chronischen GefiRschadigung simulieren kénnen
und zur Untersuchung der oben genannten Fragestellung Anwendung finden kénnen. Oben
genanntes Tiermodell stellt daher die geeignete Methode dar um immunologische und nicht-
immunologische Prozesse im Rahmen des chronischen GefiRschadens zu untersuchen. In einem
anerkannten und reproduzierbaren Modell kann die gestellte Fragestellung durch sachkundiges
Personal gezielt beantwortet werden. Vor, wihrend und nach den Operationen werden durch im
Umgang mit Tieren geschultem Personal tdglich alle MaRnahmen ergriffen um den Tieren
Schmerzen, Leiden sowie Stresssituationen zu ersparen. Da Statine aus dem klinischen Alltag nicht
mehr wegzudenken sind, ist es daher von entscheidender Bedeutung die zahlreichen nicht
erforschten Wirkmechanismen zu kldren, um somit eine individuelle und patientenorientierte
Anwendung von Statinen zu erméglichen und eine optimale Transplantatfunktion und der damit
verbundenen Lebensqualitat der Betroffenen langfristig zu erreichen.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spatestens 28. Februar 2018 vorgesehen.
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Zweck des Tierversuchs (gemdR § 5 TVG 2012): Entwicklung und Herstellung sowie Qualitits-,
Wirksamkeits- und Unbedenklichkeitspriifung von Arzneimitteln, Lebensmitteln, Futtermitteln und
anderen Stoffen oder Produkten, wenn dies zur Erreichung der in § 5 Z 2 genannten Ziele erforderlich
ist

Vor allem chronische Erkrankungen aber auch die stationdre Aufnahme an einer Klinik werden bei
Katzen hdufig von verminderter Nahrungsaufnahme begleitet. Der damit verbundene
Gewichtsverlust hat einen negativen Einfluss auf den Therapieerfolg der Grunderkrankung. Beim
Menschen konnten mit Dronabinol (Delta-8-Tetrahydrocannabinol) gute Erfolge bei der Behandiung
von Appetitlosigkeit infolge von chronischen Erkrankungen, Schmerzen aber auch ausgelost von
Chemotherapie gezeigt werden. In diesem Projekt solt daher festgestellt werden, ob Dronabinol auch
fiir die Anwendung bei Katzen geeignet ist, da es bisher keine Tierarzneimittel gibt, die fir die
Appetitsteigerung zugelassen sind. Zur Vertréglichkeit von Dronabinol nach oraler Verabreichung bei
Katzen gibt es derzeit noch keine Daten, es handelt sich hierbei um ein Pilotprojekt. Um
Nebenwirkungen zu erfassen stehen die Tiere unter stindiger tierdrztlicher Kontralle. Erfasst werden
Verhalten, klinische Parameter sowie Blutparameter. 6 erwachsene Katzen werden benbtigt.

Da die Vertraglichkeit von Dronabinol nach oraler Applikation fiir eine mogliche spitere
therapeutische Anwendung an Katzen ermittelt werden soll, ist der Verzicht auf den Tierversuch
nicht moglich. Es wurde die geringstmdgliche Anzahl an Tieren gew3hlt mit der eine statistisch
signifikante Aussage getroffen werden kann. Um unnétiges Leiden der Tiere zu vermeiden, stehen
die Tiere unter stdndiger tierdrztlicher Kontrolle. Anhand vordefinierter Abbruchkriterien werden die
Tiere bei Auftreten starker Nebenwirkungen von einer weiteren Verabreichung der
Studienmedikation ausgeschlossen.
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Zweck des Tierversuchs {(gemiB § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung.
1. Angaben iiber Projektziele, einschlieflich des zu erwartenden Schadens und Nutzens.

Es wurde ein humanes Gen identifiziert, das eine Rolle bei Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes
mellitus spielen kénnte. Wir haben bereits in Zellkulturexperimenten in vitro gezeigt, dass dieses Gen
bestimmte Zelldifferenzierungsprozesse reguliert. Um die Ergebnisse aus diesen Vorarbeiten zur
Genfunktion in vivo zu Uberpriifen, ist das Projektziel die Rolle des Gens in der Maus als
Siugetiermodellorganismus zu untersuchen. Die Funktion des Gens ist weitgehend unverstanden.
Hier wird also wissenschaftliches Neuland betreten und die Ergebnisse der geplanten Experimente
sind vollstindig unbekannt. Von den Ergebnissen, die an dem Modellorganismus gewonnen werden,
kann eine hohe Aussagekraft erwartet werden. Das Projekt trdgt zum besseren Verstdndnis der
Grundlagen von Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus bei.

2. Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere.

Zur Untersuchung des Gens im Tiermodelt werden insgesamt 64 Mause benétigt. Die erforderliche
Anzah| an Miusen wurde vorab kalkuliert und auf das statistisch erforderliche Mindestmal reduziert.

3. Angaben iiber die Erfiillung der ,3R” {Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung).

Die Rolle des zu untersuchenden Gens kann durch den Einsatz von in vitro Systemen und/oder
anderen Methoden oder Verfahren nicht oder nur in Teilaspekten simuliert werden. In
Zellkulturexperimenten wurde bereits nachgewiesen, dass sowohl die Ausschaltung als auch die
Uberexpression des Gens die Differenzierung bestimmter Zielzellen beeinflusst. Diese
Zellkultursysteme stehen auch fiir weitere in vitro Analysen zur Verfiigung. Die Zellkultur als in vitro-
Methode zur ganzheitlichen Analyse stbft hier jedoch an ihre Grenzen und die Rolle des zu
untersuchenden Gens im adulten Gewebe kann nur im Tiermodell in der erforderlichen Komplexitét
betrachtet werden. Das entsprechende Gen wird in humanen aber nicht in Mauszellen exprimiert.
Um die Wirkung des Gens in den Zielzellen im lebenden Organismus untersuchen zu kdnnen, miissen
deshalb Transplantationen von menschlichen Zellen in M&use vorgenommen werden. Die geplanten
Experimente sollen an der weit verbreiteten und gut etablierten immundefizienten SCID (Severe
combined immunodeficient) Maus durchgefiihrt werden, einem exzellenten Rezipient-Mausmodell
fur die Transplantation von humanen Zellen. SCID Mause werden routinemaRig als
Modellorganismus in der medizinischen Grundlagenforschung verwendet und sind sehr gut fiir die
geplanten Versuche geeignet. Die in diesem Antrag beschriebenen Versuche stellen einen méglichst
geringen Belastungsgrad fiir die Tiere dar. Die Tiere werden intensiv betreut. Wir erwarten keine
Nebeneffekte bei den Mausen, sollten wihrend des Tierversuchs dennoch unerwartete Probleme
auftreten wird der Versuch abgebrochen.
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Zweck des Tierversuchs (gemaf § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

Angaben iiber die Projektziele, einschlieBlich des zu erwartenden Schadens und Nutzens

Es werden transgene Miuse, die fir die Erforschung des Endocannabinoidsystems und von
Entziindungsmediatoren in Erkrankungen des Barms eine Rolle spielen, geziichtet. Insbesondere das
Endocannabinoidsystem kénnte einen neuen Ansatz in der Therapie von entziindlichen
Darmerkrankungen und dem Kolonkarzinom darstellen. Cannabinoide haben gezeigt, dass sie
Entziindungen des Darms positiv beeinflussen und das Wachstum von Krebszellen verlangsamen
kdnnen. Die Therapie dieser Erkrankungen ist bis heute unzureichend, mit schweren
Nebenwirkungen verbunden und neue Therapeutika sind dringend notwendig.

Anzahl und Art der zu verwendenden Tiere

Es sollen 700 M3use pro Jahr in den nichsten fiinf Jahren geziichtet werden, von denen ein geringer
Anteil in Versuche einflieBen soll. Eine Erhaltungszucht mit einer kleinen Anzahl von Mausen wird
weitergefiihrt.

Angaben {iber die Erfiillung der,,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung}
Entziindliche Darmerkrankungen und das Kolonkarzinom sind komplexe Erkrankungen, an denen

verschiedene Zelltypen beteiligt sind und in denen eine unterschiedliche Gewebsumgebung eine
wesentliche Rolle spielt. Die unterschiedlichen Zelltypen interagieren untereinander nur im
funktionierenden Organismus. Aus diesem Grund kdnnen Fragestellungen nicht in einem isolierten
Organsystem oder einer Zelikultur adressiert werden. Abgeleitet aus in vitro Daten und Daten aus
der Literatur wird versucht, die Anzahl der Méuse in den Versuchsgruppen auf ein Minimum, welches
noch eine statistische Signifikanz erlaubt, zu halten. Gleichzeitung sollen in allen Versuchen immer
mehrere Parameter bestimmt werden, um zusitzliche Versuche zu vermeiden und das vorhandene
biologische Material optimal auszunutzen. Dies wird durch genaue Planung des Versuchsablaufs
erreicht. Die Zucht der Tiere wird so klein wie méglich gehalten, es wird danach getrachtet, dass so
wenig wie méglich Tiere geboren werden, die nicht in Versuche flieBen. Die Uberschaubarkeit der
Zucht erméglicht auch eine bessere Kontrolle und Versorgung der Tiere. Die Tiere werden von
gepriften Tierpflegern versorgt und in regelmaRigen Abstinden tierdrztlich Uberprift. Fir das
Wohibefinden der Tiere wird ihnen Enrichment in Form von Nestmaterial und Tunnel zur Verfligung
gestellt.
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Zweck des Tierversuchs (gemaB § 5 TVG 2012): Ausbildung

Ziel ist es, trichindses Fleisch fir die Ausbildung der Personen, die in der Diagnostik der Trichinellose
im zum menschlichen Genuss bestimmten Fleisch titig sind, zu erhalten. Da Trichinen im Fieisch
lebensmittelliefernder Tiere zu einer Gesundheitsgefdhrdung des Menschen fithren kénnen, missen
diese Parasiten zum Schutz des Konsumenten erkannt werden. Da solches Fleisch unter natiirlichen
Bedingungen selten vorkommt, das in der Diagnostik titige Personal aber in der
Untersuchungstechnik und Erkennung dieser Parasiten geiibt sein muss, muss trichinbses Fleisch fiir
Schulungszwecke kinstlich an Labortieren erzeugt werden. Maximal 12 Ratten werden mit Trichinen
infiziert und nach Euthanasie deren Fleisch zu Ausbildungszwecken verwendet. Der Belastungsgrad
der Ratten ist gering. Durch Einfrieren des Fleisches kann dieses langerfristig verwendet werden,
womit eine Reduktion der bendtigten Rattenzahl auf ein MindestmaR erreicht wird.
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Zweck des Tierversuchs {gemaR § 5 TVG 2012): Grundlagenforschung

1. Angaben dber Projektziele, einschliefilich zu erwartender Schaden und Nutzen

Die moderne biomedizinische Forschung erfordert Versuchstiere mit gezielt induzierten, genetischen
Verdnderungen, da diese den Zwischenschritt zur Forschung am Menschen darstellen. Es besteht prinzipieli die
Méglichkeit, dass bestimmte genetische Verfinderungen selbst eine Beeintrdchtigung von Gesundheit und
Wohlbefinden des Versuchstieres darstellen kénnen, Ziele des vorliegenden Projekts sind einerseits die
Erhaltung der genetisch verinderten Mausstimme und andererseits die nicht-invasive Erfassung,
Dokumentation und Bewertung miglicher Beeintrichtigungen.

2. Art und Anzahl der Tiere
720 Mause Gber 5 Jahre

3. Erfillung der,,3R" (Vermeidung, Verminderung und Verfeinerung)

«~Replace™

Der hier vorliegende Antrag dient der Erhaltung von Mausstammen bzw. -lnien fiir Projekte und zur
Evaluierung der Belastungen der Tiere und kann foiglich nicht durch eine Ersatzmethode ersetzt werden.
»Reduce™:

Wir versuchen die Anzahl der Mause durch folgendes Vorgehen so weit wie méglich zu reduzieren: 1) die zur
Erfassung der Beeintrachtigungen geforderte Anzahl an beabachteten Tieren kann durch eine minimale
Erhaltungszucht erfilllt werden; es werden somit keine zusétzlichen Tiere geziichtet. 2) die moglichst genaue
Planung von zukinftigen Projekten soll dahin fiihren nur wirklich bendtigte Mausstdmme zu ziichten und zu
erhalten; nicht bendtigte Stimme kénnen entsprechend kryokonserviert werden 3) Die Zucht und Haltung der
Tlere wird so geplant, dass ih einem Versuchsablauf méglichst alle Parameter untersucht werden kénnen.
«Refine”:

In den geplanten Beobachtungen soll durch verstirkte Versorgung und Kontralle der Tiere ein bestmégliches
Wohlergehen gewshrleistet werden. Fiir die Erhebung der, durch die genetischen Verdnderungen
verursachten, Belastungen miissen keine zusitzlichen Tiere geziichtet und gehalten werden.
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Aktualisierte nichttechnische Projektzusammenfassung (urspriingliche Fassung verbffentiicht 2013, 4. Quartal, Seite 100)

Zweck des Tierversuchs {(gemiR § 5 TVG 2012): Entwicklung und Herstellung sowie Qualitats-,
Wirksamkeits- und Unbedenklichkeitspriifung von Arzneimitteln, Lebensmitteln, Futtermitteln und
anderen Stoffen oder Produkten, wenn dies zur Erreichung der in § 5 Z 2 genannten Ziele erforderlich
ist

Dieses Projekt behandelt erste Wirksamkeitstests eines neuen Therapeutikums zur Behandlung von
lebensbedrohlichen Blut/Kreislauferkrankungen. Da es die ersten Untersuchungen zu diesem
Arzneimittel sind, ist nach einer einmaligen Applikation des Wirkstoffes eine in vivo
Effektivititsabschatzung unabdingbar. Die Schiden fiir die Tiere in Form ven Leiden, Schmerzen und
Angsten sind unter Beriicksichtigung ethischer Erwdgungen vor allem durch das erwartete Ergebnis
gerechtfertigt, das letztlich dazu beitragen soll diese schwerwiegenden Erkrankungen des Menschen
erfolgreich zu behandeln. Es werden 122 Mause beantragt.

indem von jeder Maus mehrmals Gber den Verlauf der Studie Blug gewonnen wird, reduziert sich die
Anzahl der benétigten Tiere pro Studiengruppe drastisch. Blutabnabhmen werden unter Narkose
durchgefiihrt. Standardisiertes Raumklima und Kéfighaltung mit Enrichment verfeinert die Haltung
der Versuchstiere. Eine komplette Vermeidung einer Belastung ist aufgrund der Komplexitdt der
Erkrankung nicht vallig moglich.
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Aktualisierte nichttechnische Projektzusammenfassung (urspriingliche Fassung veréffentlicht 2013, 2. Quartal, Seite 5)

Zweck des Tierversuchs {(gemdR § 5 TVG 2012): Entwicklung und Herstellung sowie Qualitits-,
Wirksamkeits- und Unbedenklichkeltspriifung von Arzneimitteln, Lebensmitteln, Futtermitteln und
anderen Stoffen oder Produkten, wenn dies zur Erreichung der in § 5 Z 2 genannten Ziele erforderlich
ist

Verschiedene, friiher terminale Krankheiten werden heute mittels Organtransplantation therapiert.
Entscheidend dafiir waren grofle Fortschritte in der dafiir benotigten immunsuppressiven Therapie,
die Transplantationen erst moglich gemacht haben. Bei allen Erfolgen ist sie dennoch nicht frei von
Nebenwirkungen und Risiken. Zum einen ist das Risiko einer Infektion bedeutend grésser als im
immunclogisch kompetenten Patienten. Andererseits kommt auch das vermehrte Auftreten von
malignen Prozessen und metabolischen Storungen dazu.

Neue Therapleansitze sind daher trotz bereits bestehender Behandlungen sinnvoll und notwendig
und es besteht groBer Bedarf an der Entwicklung immunmodulatorischer bzw. immunsuppressiver
Medikamente mit einem maoglichst geringen Nebenwirkungsspektrum, die alternativ eingesetzt
werden kdnnen.

Ein solches neues immunsuppressives Medikament kdnnten MAM-08.101 und seine Derivate
werden. In in vitro Experimenten stellte sich heraus, dass MAM-08.101 in einer Konzentration von 10
uM selektiv die Stimulation von T Zellen (Jurkat T Zellen, eine humane T-Zell Leukdmiezelllinie) zu
inhibieren scheint und dabei weder die Degranulation von Mastzellen noch die Stimulation von
dendritischen Zellen beeinflusst wird.

Ausgehend von der vielversprechenden Wirkung von MAM-08.101 und zweier Derivate in den
mechanistischen T-Zellmodellen soll deren Wirkung in einem Transplantationsmodell getestet
werden. Auch dieses Modell basiert auf der Suppression der adaptiven Immunantwort und
verwendet Cyclosporin A als Vergleichssubstanz. Wenn die Daten dieser Versuche zeigen, dass die
immunantwort mit diesem neuartigen Medikament unterdriickt werden kann, dann hitte man eine
neues immunsuppressives Medikament mit einen mdglichst geringen Nebenwirkungsspektrum.

Als Versuchstiere werden weibliche Miuse der Stimme BALB/c Maus, B6C3F1 Maus und C57B1/6
Maus zwischen 10 und 12 Wochen eingesetzt. Insgesamt sind maximal 720 Tiere fiir Etablierung,
Dosisfindung und Therapieeffizienz eingeplant.

Diese Studie wurde unter Einhaltung des ,,3R" Prinzips geplant.

Es wurde fir diese Zielsetzung nach Alternativmethoden in den ECVAM / ZEBET Datenbanken
gesucht, aber keine entsprechenden Methoden zur Testung der Substanzen chne Tiermodell
gefunden, da ja alle in vitro Methoden schon ausgeschdpft wurden. Natirlich wurde bei der
Versuchsplanung auch eine Risikoabschitzung gemacht und versucht die Anzahl der Tiere so gering
wie moglich zu halten. Weniger groBe Tierzahlen als die geplanten wiirden die erwartete
Trennscharfe der Tests und deshalb die Aussagekraft der Experimente kompromittieren. Auch wurde
immer hbeachtet das Leiden der Tiere so gering, wie mdglich zu halten, z.B. durch die
Abbruchkriterien bei der Tumorgréfe. Die Tiere werden bei einer Tumorgrofe von 1500mm? oder
bei nekrotisierenden Tumoren unter Narkose eingeschlifert.

Eine riickblickende Bewertung ist bis spatestens 31. Juli 2017 vorgesehen,
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