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1.1
1.1.1

Angaben zum Versuchsvorhaben

Bezeichnung des Versuchsvorhabens 2]
Mechanismen des vaskuldren Remodelings bei pulmonaler Hypertonie infolge von Herzinsuffizienz

Kurzbezeichnung:
Vaskulédres Remodeling bei pulmonaler Hypertonie Typ 2

Im Falle von Anzeigen: Rechtsgrundlage des Anzeigeverfahrens

[l §6 Abs. 1 Satz 2 Nr. 4 TierSchG Organ-/Gewebsentnahme zu anderen als wissenschaftlichen
Zwecken

[] Nicht genehmigungspflichtige Tierversuche — in Verbindung mit:
] § 8a Abs. 1 Nr. 1 TierSchG; gesetzlich vorgeschrieben
[] § 8a Abs. 1 Nr. 2 TierSchG; diagnostische MaBnahmen /Chargenprifungen etc.
[] § 8a Abs. 3 TierSchG Versuche an ZehnfuBkrebsen

[] §8a Abs. 1 Nr. 3a TierSchG; Eingriffe und Behandlungen zur Gewinnung/Vermehrung von Stof-
fen, Produkten oder Organismen

O § 8a Abs. 1 Nr. 3b TierSchG; Organ-/Gewebsentnahme zu wissenschaftlichen /diagnostischen
Zwecken

[ §8a Abs. 1 Nr. 4 TierSchG; Eingriffe und Behandlungen zur Aus- Fort und Weiterbildung

Im Falle von § 8a Abs. 1 Nr. 1 TierSchG: Rechisgrundlage der Genehmigungsfreiheit:

Angaben zum wissenschaftlichen Hintergrund

Angabe des Zwecks des Versuchsvorhabens und wissenschaftlich begriindete Darlegung,
dass dieser einem in § 7a Abs. 1 TierSchG genannten Zwecke zuzuordnen ist.

Die Untersuchungen sind unerlésslich zum / zur:

X  Grundlagenforschung

X  Vorbeugen, Erkennen oder Behandeln von Krankheiten, Leiden, Kérperschéden oder korperli-
chen Beschwerden

Erkennen oder Beeinflussen physiologischer Zustande oder Funktionen bei Mensch und Tier.

Férderung des Wohlergehens von Tieren oder Verbesserung der Haltungsbedingungen von
Landwirtschaftlichen Nutztieren

Erkennung von Umweltgeféahrdungen

Entwicklung und Herstellung sowie Prifung von Arzneimitteln, Lebensmitteln, Futtermitteln oder
anderen Stoffen oder Produkten

Prifung von Stoffen oder Produkten auf ihre Wirksamkeit gegen Schadlinge
Artenschutz
Aus-, Fort- oder Weiterbildung

OO0 oo oo

Gerichtsmedizinische Untersuchungen

Erlauterungen:

Das in diesem Antrag beschriebene Versuchsvorhaben dient der Identifizierung neuer Mechanismen
und Signalwege bei der Pathophysiologie des pulmonal-vaskularen GefaBumbaus (,vaskuléares
Remodeling“) bei der pulmonalen Hypertonie (PH). Dabei soll vordergriindig die pulmonale
Hypertonie Typ 2 (Entstehung infolge von Linksherzerkrankungen) untersucht werden. Des Weiteren
sollen neuartige Behandlungsstrategien in Form von pharmakologischen Inhibitoren flir diese gréBte
Gruppe der PH-Erkrankungen getestet werden, um das vaskuldre Remodeling einzuddmmen. Far
diese Erkrankung existiert bislang keinerlei etablierte und/oder zugelassene pharmakologische

arschutzgesatzes
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1.1.2

Therapie.

In voraus gegangenen Experimenten, konnten wir und andere Arbeitsgruppen zeigen, dass
verschiedene intrazelluldre Signalmolekule und Transkriptionsfaktoren wie SMAD3, TAZ, MRTF und
RUNX2 auf molekularer Ebene an der Regulation des vaskuldren Remodelings wéhrend der PH
beteiligt sind (Hoffmann et al., 2011; Ruffenach, Chabot et al., 2016; Zabini et al., 2017). Weiterhin ist
bekannt, dass die vermehrte Aktivierung der genannten Signalkaskaden wéhrend der PH zur
vermehrten Zellproliferation, zur Migration von Mastzellen, zur Akkumulation von Extrazellularmatrix,
zur Hypertrophie von Muskelzellen der Pulmonalarterie und letztlich zur Zelltransformation durch
vaskuldre Calcifizierung filhrt. Die Gesamtheit dieser Prozesse resultiert letztlich in der ,Versteifung®
(,vaskuldres Stiffening“) der GefaBwande und verursacht beim Patienten eine reduzierte
Leistungsfahigkeit und verschlechtert bereits bestehende Symptome der Linksherzerkrankung. Eine
manifeste PH der Klasse 2 flihrt bei schwerem Verlauf oftmals nach Jahren zum Tod des Patienten
durch Rechtsherzversagen.

Die Ziele des vorliegenden Tierversuchsvorhabens sind deshalb:

1. Die molekularen Mechanismen des vaskuldren Remodelings zeitlich und kausal zu erfassen,
um die gewonnen Erkenntnisse gezielt auf pharmakologisch-therapeutische Ansatze
anwenden zu kénnen (Teilversuch A).

2. Herauszufinden, inwieweit die molekularen und folglich auch pathophysioclogischen
Veranderungen des vaskuldren Remodelings reversibel bzw. umkehrbar sind (Teilversuch
B)

3. Die pharmakologischen Inhibitoren Verteporfin (TAZ-Inhibitor), CCG-1423 (MRTF-Inhibitor)
und den CADD522 (RUNX2-Inhibitor) auf ihre Tauglichkeit zur Behandlung des vaskuléren
Remodelings wahrend der PH zu testen (Teilversuche C-E).

Die Ergebnisse dieser Studie sind die Basis fiir neue und gezielte Behandlungsansatze fur diese
Form der PH und kénnen voraussichtlich zu einer erheblichen Reduktion der Mortalitét und Morbiditat
bei Patienten mit PH infolge von Linksherzerkrankung beitragen.

Wissenschaftlich begriindete Darlegung der Unerlésslichkeit des Versuchsvorhabens unter Be-
riicksichtigung des jeweiligen Standes der wissenschaftlichen Erkenntnisse (§ 7a Abs. 2 Nr. 1
TierSchG i. V. m. § 31 TierSchVersV) =)

-bitte Anlage Projektzusammenfassung beifiigen (§ 31 Abs. 2 TierSchVersV); nicht erforderlich bei Anzeigen -

| Erlduterungen:

Im hier dargestellten Versuchsvorhaben ,Mechanismen des vaskularen Remodelings bei pulmonaler
Hypertonie infolge von Herzinsuffizienz“ sollen die dem vaskuléren Remodeling zugrundeliegenden
molekularen Mechanismen, sowie deren zeitlicher und kausaler Zusammenhang mit der progredienten
Entwicklung einer PH infolge von Linksherzerkrankung charakterisiert werden.

Die pulmonale Hypertonie umfasst eine heterogene Gruppe an Erkrankungen, die durch einen Anstieg
des mittleren pulmonal-arteriellen Drucks auf (ber 25 mmHg in Ruhe oder 30 mmHg bei Belastung
charakterisiert sind. Die pulmonale Hypertonie manifestiert sich Ublicherweise im fortgeschrittenen
Erkrankungsstadium und filhrt im Verlauf mehrerer Jahre in der Regel zum Tod durch
Rechtsherzversagen.

Die Klinische Klassifikation unterscheidet zwischen 5 Klassen der PH (Simonneau et al., 2013):

1) pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH)

2) PH infolge von Linksherzerkrankung

3) PH durch Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie
4) Chronisch thrombo-embolische PH

5) PH mit unklarer, multifaktorieller Ursache

Die erste Klasse der PH (PAH) ist die bislang am intensivsten beforschte Klasse der pulmonalen
Hypertonie. Fir die PAH stehen deshalb nach klinischer Erprobung und Zulassung eine Reihe
pharmakologischer Therapie-Optionen, darunter Endothelinrezeptor-Antagonisten, Phosphodiesterase-5-
Hemmer oder synthetische Prostazyklin-Analoga, zur Verfligung. Im Gegensatz dazu sind die nicht-PAH
Formen der PH (Klassen 2-5) bislang nur gering gradig charakterisiert und die ihnen zugrundeliegenden
Mechanismen nur wenig erforscht. Therapeutische Ansétze fehlen laut den ,Richtlinien zur Diagnose und
Behandlung von Patienten mit pulmonaler Hypertonie* der europaischen Gesellschaft fir Kardiologie

- des Tierschutzgesetzes
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bislang weitestgehend (Vachiéry et al., 2013; Galié et al., 2015).

Zur Privalenz der PH mit Linksherzerkrankung gibt es kaum zuverldssige Daten. 60-80% aller Patienten
mit chronischem Linksherzversagen entwickeln eine sekundére PH (Ghio et al., 2001; Lam et al., 2009).
Eine retrospektive Analyse von Patienten mit PH zeigte, dass ca. 36 % der PH-Patienten ebenfalls an
einer Linksherzerkrankung litten (Gerges et al., 2013). Die Linksherzinsuffizienz ist damit die héaufigste
Ursache der PH.

Die Entstehung der PH infolge von Linksherzerkrankungen wird hauptséchlich durch einen passiven
Anstieg des pulmonal-vaskuléren Drucks verursacht. Dieser erhdhte Druck entsteht durch den Rickstau
von Blut vom linken Herzen in die Lungenstrombahn (Vachiéry et al., 2013; Galié et al., 2015). Zusétzlich
wird der pulmonal-vaskuldre Widerstand durch einen reaktiven Anstieg verstdrkt, was die
rechtsventrikuldre Nachlast erhdht (Lam et al., 2009; Cappola et al., 2002). Bei vielen Patienten kénnen
diese rein mechanischen Komponenten der vendsen Stauung zusétzliche, Uberlagernde Komponenten,
wie eine pulmonale Vasokonstriktion, eine verminderte NO-Verfligbarkeit, eine erhdhte Expression von
Endothelin, eine Desensibilisierung gegentber der Vasodilatation durch natriuretische Peptide und
vaskuldres Remodeling, ausldsen (Vachiéry et al., 2013; Fang et al., 2012; Moraes et al., 2000). All diese
Komponenten fiihren in ihrer Gesamtheit zu einer weiteren Erhéhung des mittleren pulmonal arteriellen
Drucks. In der Folge entstehen Erkrankungen der pulmonalen GefaBe, eine Erhéhung der
rechtsventrikuldren Nachlast und schlieBlich der Tod des Patienten durch Rechtsherzversagen (Vachiéry
et al.,, 2013; Galié et al., 2015).

Eines der wichtigsten Charakteristika der PH — unabhéngig der Athiologie — ist der pulmonal-vaskulére
GefaBumbau (,vaskuldres Remodeling“). Wahrend der PH, sind vor allem die GeféaBwande der
Pulmonalarterie einer erhdhten Schubspannung (,shear stress®) ausgesetzt, was sich vordergrindig
in einer Verdickung der GefaBwénde mit reduziertem GefaBdiameter zeigt. Dies fihrt zu einer
Erhéhung des pulmonalen GefaBwiderstandes und folglich zu anhaltender PH (Jeffery & Morrell,
2002). Auf molekularer Ebene konnte in einem Rattenmodel zur PH (Klasse 2) gezeigt werden, dass Gene
die fur infllmmatorische Prozesse (entziindliche Prozesse), Immunantworten und extrazellulare Matrix-
Regulation verantwortlich sind, verandert exprimiert werden (Hoffmann, Yin et al., 2011).

Weitere Studien postulieren fir die PAH (Klasse 1), dass eine Fehlregulation des bone morphogenetic
protein receptor 2 (BMP-II) in der Folge zu erhdhten transforming growth factor beta (TGFB) -Spiegeln
fihrt, die wiederum downstream per SMAD2/3 das vaskuldre Remodeling begilnstigen (Morrell, 2006,
Orriols, Gomez-Puerto et al., 2017, Richter, Yeager et al., 2004, Zakrzewicz, Kouri et al., 2007). TGF-8
vermittelt zusatzlich Uber den myocardin-related transcription factor (MRTF) eine robuste Expression des
Hippo-Signalwegs (iber das Signalmolekiil transcriptional coactivator with PDZ-binding motif (TAZ),
welches in der Vergangenheit fiir die Akkumulation und Deposition von extrazelluldren Matrixproteinen in
verschiedenen Zelltypen der Pulmonalarterie bekannt wurde (Bertero, Cottrill et al., 2015a, Bertero, Cottrill
et al., 2015b). Ein weiterer Faktor, der die Versteifung der Pulmonalarterie beglnstigt ist die wahrend der
PH einsetzende Calcifizierung als Folge einer Transdifferenzierung von GeféBmuskelzellen durch den
Transkriptionsfaktor Runt-related transcription factor 2 (RUNX2) (Ruffenach, Chabot et al, 2016).
Realisiert wird dieser Prozess durch den osteogenen Transkriptionsfaktor RUNX2, der durch das TAZ-
Molekiil vermehrt exprimiert wird (Matsumoto, La Rose et al., 2016).

Basierend auf dem jetzigen Stand der wissenschaftlichen Erkenntnisse, méchten wir im vorliegenden
Versuchsvorhaben die folgenden Hypothesen untersuchen:

1. Ob und in welchem zeitlichen Rahmen die genannten Signalkaskaden (SMAD3, TAZ, MRTF,
RUNX2) durch mechanische bzw. extrazellulare Signale, wie Shear Stress oder erhdhte TGF-B-
Spiegel, im Modell der PH (Klasse 2) induziert werden (Teilversuch A).

2. Ob die Induktion der genannten Signalkaskaden reversibel ist (Teilversuch B).

3. Ob die pharmakologische Inhibition der Signalmolekile TAZ, MRTF und RUNX2 zu einer
Verbesserung des kardiovaskuléren Status wahrend der PH (Klasse 2) fUhrt (Teilversuch C-E).
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Abbildung 1: Postuliertes zeitliches Profil der hamodynamischen und histologischen Veranderungen in der
Lungenstrombahn nach Aortenbanding, das im vorliegenden Antrag untersucht werden soll. In Bestétigung
der dargelegten Hypothesen wird erwartet, dass zunachst nach Aortenbanding Mastzellen die Lunge infiltrie-
ren, gefolgt von einer (Mastzell-vermittelten) Akkumulation von B-Zellen (beides bereits durch Vordaten un-
serer Gruppe bestétigt), die dann ihrerseits das vaskuldre Remodeling induzieren, das letztendlich zur vollen
Auspragung einer PH fuhrt.

Die Diskrepanz zwischen der hohen Inzidenz der PH infolge von Linksherzerkrankung und der abso-
lute Mangel an klinisch zugelassenen pharmakologischen Behandlungsstrategien veranschaulicht
Bedarf und Bedeutung, sowohl intensiver Grundlagenforschung zum besseren Verstandnis der pa-
thophysiologischen Vorgénge bei der Entstehung der PH (Klasse 2) als auch der Entwicklung neuer
Behandlungsstrategien auf Basis dieser Ergebnisse. Die Uberpriifung dieser Hypothesen ist fir die
Erlangung eines besseren Verstandnisses der pathophysiologischen Vorgénge der PH infolge von
Linksherzerkrankung und fiir die Entwicklung und Optimierung neuartiger Therapieansatze unerlass-
lich. Ihre Bearbeitung ist daher Ziel des hier vorgestellten Versuchsvorhabens.

Kurze Zusammenfassung der Zielsetzungen des Versuchsvorhabens:

Es soll ein besseres Verstindnis Uber Kausalitat und zeitliche Abfolge der molekularen
Veranderungen erlangt werden, die wahrend der PH (Klasse 2) und des vaskularen Remodelings
stattfinden. Die gewonnen Erkenntnisse sollen dann gezielt zur pharmakologischen Inhibition der
identifizierten molekularen Signalmoleklle genutzt werden, um eine mégliche Behandlungsstrategie
fur die PH (Klasse 2) zu erarbeiten.

Wissenschaftlich begriindete Darlegung, dass der Versuchszweck nicht durch andere Metho-
den oder Verfahren (z. B. Zellkulturen, isolierte Organe etc.) als den Tierversuch erreicht wer-
den kann (§ 7a Abs. 2 Nr. 2 TierSchG)

| Erlduterungen:

Die Verwendung von Saugetieren zu Erforschung der genannten Fragenstellung, ist unbedingt
notwendig, da die Entwicklung der PH (Klasse 2) ein multifaktorieller Prozess ist, der durch eine
primére Schadigung des Herzens verursacht wird und sekundar zu GefaBschéden flhrt. An diesem
Prozess sind wie oben dargestellt, neben Kardiomyozyten selbst, eine Reihe von Immunzell-
Populationen sowie GefaBmuskelzellen beteiligt. Das Tiermodell dient hierbei als préklinisches
Versuchsmodell zur Weiterentwicklung einer méglichen Therapie-Option zur Behandlung der PH
(Klasse 2).

Die Untersuchung des pathophysiologischen Mechanismus der PH (Klasse 2) sowie von mdoglichen
vorteilhaften  Effekten der pharmakologischen Inhibitoren, erfordert als Modell den
Gesamtorganismus, da diese Vorgange die Interaktion mehrerer Organsysteme voraussetzen.
Vorteilhafte Effekte auf das Herz-Kreislauf-System lassen sich in vitro schlecht nachstellen und
insbesondere immunologische Prozesse unterliegen einer komplexen Regulation, die eine
Koordination zwischen verschiedensten Zelltypen und Geweben erforderlich macht. Derzeit sind
keine Alternativmethoden bekannt, die einen Tierversuch zur Untersuchung von kardialer und
vaskuldrer Funktion im Modell der PH (Klasse 2) am Gesamtorganismus, ersetzen konnten. Die
Untersuchung der kardialen und vaskularen Funktion ist daher nur in einem lebenden Organismus
moglich. Die Ratte ist die sinnesphysiologisch am niedrigsten stehende Tierart an dem dieses
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1.1.4
1.1.41

11.4.2

1.1.43

Vorhaben technisch mdéglich ist. Die Maus kommt als Tierart flr das vorgeschlagene Tiermodell nicht
in Frage, da in einer umfangreichen Studie fir 36 Mausstdmme gezeigt werden konnte, dass Mause
im Vergleich zu Ratten nur ein moderates vaskuldres Remodeling ausprégen (Meng et al., 2016).

Ausschopfung zugdnglicher Informationsméglichkeiten (§ 8 Abs. 1 Satz 2 Nr. 1b TierSchG)
Welche Informationsmdglichkeiten wurden genutzt C)?;

- bitte Anlage ,Liste der Literaturzitate" beifligen -

Schliisselworter:
Pulmonale Hypertonie (Klasse 2), vaskuldres Remodeling, vaskuldres Stiffening, suprakoronares
Aortenbanding, Debanding, RUNX2, TAZ, MRTF

Erlduterungen (z. B. Art der Recherche, verwendete Datenbanken):

Die antragstellenden Personen besuchen regelméBig relevante nationale und internationale
Fachtagungen auf dem Gebiet der Pathogenese und Therapie von Herzinsuffizienz, pulmonaler
Hypertonie und vaskuldrer Erkrankungen. Die Antragsteller halten auBerdem persénliche Kontakte zu
anderen Wissenschaftlern dieser Wissenschaftsdisziplin, so dass Uberschneidungen der geplanten
Tierversuche oder Doppelversuche vermieden werden kénnen.

Wahrend der umfassenden Literaturrecherche im Rahmen der Antragstellung wurden die medi-
zinische Datenbank "Medline" und der "Index Medicus" herangezogen. Die neuerscheinende Literatur
zum Thema wird fortlaufend iiber die medizinische Datenbank "PubMed" verfolgt. AuBerdem stehen
den Antragstellern die Prasenzbibliotheken der Charité — Universitatsmedizin Berlin sowie der Zugang
zu elektronischen Zeitschriften zur Verfigung.

Die Literaturrecherche findet in unserer Arbeitsgruppe seit vielen Jahren regelméafig statt, so dass
viele der zitierten Publikationen sehr gut und seit Jahren bekannt sind. Im Zuge der Antragsplanung
und —vorbereitung wurde erneut eine intensive Literaturrecherche mit Hilfe der genannten Datenban-
ken im Zeiraum November/Dezember 2017 durchgeflhrt. Im Zuge dessen konnten leider keine ge-
eigneten Alrternativ- oder Ersatzmethoden im Sinne des 3R-Prinzips ausfindig gemacht werden.
Einzelheiten zur Historie der Literaturrecherche kénnen sie dem beigelegten Merkblatt zur
LAusschépfung zuganglicher Informationsmdglichkeiten“ entnehmen.

Zeitpunkt der Recherche:
regelmaBig

Wissenschaftlich begriindete Darlegung, dass das angestrebte Versuchsergebnis noch nicht
hinreichend bekannt ist

| Erauterungen:

Nach unserem besten Wissen gibt es bis heute noch keine Literatur, die auf Grundlage dieser
Erkenntnisse die gleiche oder eine ahnliche Fragestellung diskutiert. Alle oben genannten postulierten
molekularen Mechanismen, die mdglicherweise an der Pathophysiologie der PH (Klasse 2) beteiligt
sein kénnten, wurden bislang nur fiir die PAH (Klasse 1) untersucht. Die PAH folgt einer vollig
anderen Pathologie als die PH (Klasse 2), so dass die aus diesen Studien gewonnen Erkenntnisse
bislang nur hypothetisch auf die PH (Klasse 2) Uberiragen werden konnten. Bis heute fehlen
grundlegende Kenntnisse zu molekularen und funktionellen Mechanismen des vaskuléren
Remodelings.

Des Weiteren gibt es bis heute keinerlei Erkenntnisse darliber, ob die Induktion dieser Signalwege
wiahrend der PH (Klasse 2) reversibel ist bzw. durch pharmakologische Inhibitoren verhindert werden
kann. Welche méglichen vorteilhaften Effekte eine pharmakologische Inhibition auf die kardiale und
vaskuldre Funktion haben, wurde bislang noch nicht untersucht.

Handelt es sich um einen Doppel- oder Wiederholungsversuch D)? (§ 8 Abs. 1 Satz 2 Nr. 1b
TierSchG)

1 Ja X Nein

Wenn ja, wissenschaftlich begriindete Darlegung, dass die Uberpriifung bereits bekannter Versuchs-
ergebnisse durch das beantragte Versuchsvorhaben unerlasslich ist.
| Erlauterungen:

Trifft nicht zu.



1.15
1.1.5.1

1.1.5.2

Art und Anzahl der vorgesehenen Tiere (§ 31 Abs. 1 Satz 2 Nr. 1¢ TierSchVersV)

Vorgesehene Tierarten, Begriindung fir die Wahl der Tierarten, Alter, ggf. Gewicht und Ge-
schlecht (§ 31 Abs. 1 Satz 2 Nr. 1c TierSchVersV Z)). Beschreibung der Linien und deren Be-
zeichnung nach der internationalen Nomenklatur

- ggf. Anlage ,Abschiussbeurteilung genetisch veranderter Zuchtlinien® beiftigen -

Erlauterungen:

Tierart: Ratte (Rattus norvegicus)

Tierstamm: Spraque-Dawley Ratten, BMPR2A140Ex1+-Ratten
Alter: 4-5 Wochen bei Versuchsbeginn

Geschlecht: mannlich

Um neue Therapieoptionen zu untersuchen, ist es notwendig, ein dem menschlichen méglichst &hnli-
ches Krankheitsbild an einem dem Menschen méglichst nahe stehendem Organismus zu imitieren.
Die Ratte ist die sinnesphysiologisch am niedrigsten stehende Tierart an der dieses Vorhaben
technisch méglich ist.

Als Versuchstiere sind mannliche Spraque-Dawley-Ratten und BMPR241405x1+-Ratten (im Weiteren
verlauf bezeichnet als BMPR*--Ratten) vorgesehen. Um die oben erwahnten Fragestellungen zu
adressieren, ist es notwendig im vorliegenden Tierversuchsvorhaben mannliche Ratten zu verwenden, die
nicht einem hormonalen Zyklus (wie weibliche Tiere) unterliegen. Hormonzyklen haben grof3en Einfluss
auf physiologische und pathologische Effekte im Kérper und konnen dadurch Versuchsergebnisse massiv
beeinflussen. Vor allem bei Versuchsvorhaben mit zusétzlicher pharmakologischer Intervention ist deshalb
die Verwendung von méannlichen Tieren unabdinglich.

BMPR*--Ratten haben einen Defekt im 140. Basenpaars (1. Exons) des BMP-Rezeptor (BMPR) und
sind deshalb heterozygot fiir den BMPR. Aller Voraussicht nach spielt die heterozygote Deletion des
BMPR eine Rolle bei PH-Patienten und sorgt flir eine genetische Pradisposition zur Entwickiung der
pulmonalen Hypertonie (Klasse 2). Aus der Literatur ist bekannt, dass dieser Stamm keine spontane
PH entwickelt. Allerdings konnte im Modell der PAH (Klasse 1) ein verstérkies vaskulares Remodeling
nachgewiesen werden (Ranchoux et al, 2015). Aus diesem Grund eignet sich dieser Stamm, um das
vaskuldre Remodeling der Pulmonalarterie im vorliegenden Versuchsvorhaben zu untersuchen. Eine
genetische Prédisposition konnte fiir die PH (Klasse 2) bislang noch nicht nachgewiesen werden. Die
BMPR*-Ratten stammen von einem Kooperationspartner aus Kanada und sind weder kommerziell
verfiigbar, noch wurden sie in Deutschland bereits gezchtet. Die Tiere zeigen laut den Erfahrungen
unserer Kooperationspartner keinerlei Auffélligkeiten hinsichtlich Kérpergewicht, Lebenserwartung
oder Gesundheitszustand auf. Auch sind bis dato keine pathologischen Befunde bekannt.

Andere Tierarten als Saugetiere sind fir dieses Versuchsvorhaben nicht geeignet, da bei ihnen
grundsétzlich andere anatomische und physiologische Verhaltnisse als beim Menschen vorliegen. Die
Durchfiihrung der hier beantragten Experimente, d.h. die Induktion einer chronischen Linksherzinsuffizienz
mittels suprakoronarem Aortenbanding und das Monitoring pulmonaler hAmodynamischer Parameter, ist
an der Ratte etabliert und in unserem Labor im Rahmen mehrerer vorhergegangener Tierversuchsantrage
erfolgreich durchgefiihrt und optimiert worden (G0033/03; G0038/06, G0317/11). Durch die eigenen
umfangreichen Erfahrungen mit dieser Methode, die sich in zahlreichen Publikationen niedergeschlagen
haben (Hentschel et al., 2007; Yin et al, 2009; Kerem et al., 2010; Hoffmann et al., 2011), lassen sich die
dargelegten Fragestellungen ohne Vorversuche untersuchen, die Verwendung zusatzlicher Tiere zur
Systemvalidierung und —optimierung entfélit ganzlich

Vorgesehene Anzahl und Begriindung fiir die Anzahl der Tiere einschlieBlich Angaben zur
biometrischen Planung (§ 31 Abs. 1 Satz 2 Nr. 1c TierSchVersV ~)

- gof. Anlage ,Statistisches Gutachten® beifigen -
- ggf. Anlage Formblatt ,Angaben zur biometrischen Planung® verwenden -

Tierart Gesamttierzahl (incl. Reservetiere)
Sprangue-Dawley-Ratten 900
BMPR22140Ex1+-Ratten 900

Versuchs- und Kontrollgruppen =)
| Erlduterungen:



Allgemeiner Versuchsaufbau

Die vorliegende Studie ist in 5 verschiedene Teilversuche gegliedert (Teilversuch A-E). Jeder
Teilversuch deckt 3 verschiedene Endpunktuntersuchungen (Endpunkt 1, 2, 3) ab, so dass sich aus
den Teilversuchen A-E, jeweils 3 Studienarme pro Teilversuch ergeben, die im weiteren Verlauf als
A1, A2, A3, B1, B2,...usw. bezeichnet werden. Insgesamt besteht die vorliegende Studie demnach
aus 5 Teilversuchen & 3 Endpunkten macht insgesamt 15 einzelne Studienarme. Eine detaillierte
Ubersicht Gber alle Teilversuche, Studienarme, Endpunkte, Tiergruppen und —zahlen findet sich in
diesem Absatz. Der genaue zeitliche Ablauf fiir jeden einzelnen Teilversuch findet sich ebenfalls
weiter unten in diesem Absatz.

Die Teilversuche lauten:

A Pilotstudie zum zeitlichen Verlauf des vaskuldren Remodelings wahrend der pulmonalen
Hypertonie Typ 2.

B Umkehr des vaskuléren Remodelings mittels "Debanding" des suprakoronaren Aortenbandings
wahrend der pulmonalen Hypertonie Typ 2.

C Inhibition des vaskuldren Remodelings wahrend der pulmonalen Hypertonie Typ 2 durch
Verteporfin.

D Inhibition des vaskuléren Remodelings wahrend der pulmonalen Hypertonie Typ 2 durch den
MRTE-A-Inhibitor CCG-1423.

E Inhibition des vaskuldren Remodelings wahrend der pulmonalen Hypertonie Typ 2 durch einen
RUNX2-Inhibitor (CADD522).

Die Endpunkte lauten:

1 Histologie, Proteomics, Genomics

2 biomechanische Untersuchung

3 |solation von weichen Muskelzellen aus der Pulmonalarterie

Die Aufteilung in 5 verschiedene Teilversuche ist notwendig, um die unter Punkt 1.1.1 und 1.1.2
erlauterten einzelnen Zielsetzungen erfillen zu kénnen.

Die vollsténdige Beantwortung der gestellten Fragestellungen ist nur moglich, wenn unterschiedliche
Endpunktuntersuchungen in den einzelnen Teilversuchen durchgefiihrt werden. Uns ist bewusst, dass
durch verschiedene Endpunktuntersuchungen die bendtigte Tierzahl stark erhoht wird. Deshalb
haben wir unter dem Endpunkt 1 drei verschiedene Untersuchungen (Histologie, Proteomics,
Genomics) zusammengefasst, deren Durchfihrung mit der gleichen Probe/am gleichen Organ
méglich ist. Die histologischen Untersuchungen der Pulmonalarterie und des Herzens, als auch
weiterer Organe, sowie die Analysen zum Protein- und Genexpressionsprofils finden post mortem
statt und bedrfen keinerlei weiterer Intervention am Tier. Jedoch solite das Tier zum Zeitpunkt der
Probennahme nur geringe Stresslevel aufweisen, damit Gen- und Proteinexpressionslevel nicht
verfalscht werden. Dieser Endpunkt soll grundsétzlich dazu dienen, die molekularen Veranderungen
wahrend des vaskuldren Remodelings in der Pulmonalarterie zu charakterisieren.

Im Endpunkt 2 soll post mortem eine biomechanische Untersuchung an der Pulmonalarterie
durchgefihrt werden und damit der Grad der Versteifung der Pulmonalarterie ermittelt werden. Diese
Untersuchung gibt also den vaskuldren Status bzw. die vaskuldre Funktion der Pulmonalarterie an,
und ist deshalb fiir die phanotypische Charakterisierung der genannten Pathologie unabdinglich.
Wahrend der biomechanischen Untersuchung wird das Gewebe der Pulmonalarterie leider so stark
beschadigt bzw. zerrissen, sO dass keine weiteren molekularbiologischen Untersuchungen wie in
Endpunkt 1 oder Zellisolationen wie in Endpunkt 3 mdglich sind.

Der Endpunkt 3 sieht die Zellisolation von weichen GefaBmuskelzellen aus der Pulmonalarterie vor.
Diese Untersuchung soll gezielt die Frage beantworten, ob Transdifferenzierungsprozesse in
GefaBmuskelzellen ursachlich sind fir die Calcifizierung und damit ebenfalls ursachlich sind flr die
Versteifung der Pulmonalarterie wahrend der PH. Die Pulmonalarterie besteht neben
GefaBmuskelzellen aus vielen weiteren Zellpopulationen, so dass eine isolierte Beobachtung der
postulierten Transdifferenzierung im Gewebeverbund leider nicht moglich ist.

Alle Tiere werden zwei Mal wochentlich gewogen und einem visuellen Gesundheitscheck unterzogen.
in allen Studienarmen wird zur Induktion der PH mit Linksherzerkrankung ein suprakoronares
Banding der Aorta zum Zeitpunkt t=0 durchgeflhrt (,Banding®). Eine Kontroligruppe, die lediglich eine
Schein-Operation erhalt (,SHAM®) wird stets mitgefiihrt, um das Ausmaf der PH im Verhéltnis zum




gesunden Tier erfassen zu kénnen. Zum Zeitpunkt 9 Wochen ist das Modell abgeschlossen (siehe
Teilversuche), zu diesem Zeitpunkt liegt unserer Erfahrung nach eine Linksherzinsuffizienz mit
diastolischer Dysfunktion, sowie eine pulmonale Hypertonie mit deutlichem GeféaBumbau und
endothelialer Dysfunktion bei den Ratten vor.

Zum Monitoren der kardialen und vaskuldren Funktion in vivo, wird in allen Teilversuchen die
Kleintier-Echokardiographie genutzt. Die Kleintier-Echokardiographie ist in unserer Gruppe seit
Jahren etabliert und ist fir das Tier nicht-invasiv. Alle Tiere bekommen vor dem suprakoronaren
Aortenbanding eine echokardiographische Untersuchung um den basalen kardiovaskuléren Status
erfassen zu koénnen. Abhangig von der Versuchsdauer wird in den einzelnen Teilversuchen eine
echokardiographische Verlaufskontrolle durchgefiihrt (siehe Teilversuche C-E). SchlieBlich wird zum
finalen Zeitpunkt nach 9 Wochen eine abschlieBende echokardiographische Kontrolluntersuchung
durchgeflihrt. Am selben Tag wird die finale h&modynamische Untersuchung an den Tieren
durchgefihrt. Da bei der Kleintier-Echokardiographie hauptséchlich Flussgeschwindigkeiten bestimmt
werden, die Formel-basiert in Driicke umgerechnet werden, ist als primarer Endpunkt in dieser Studie
eine hdmodynamische Untersuchung und die Nutzung eines Kathetersystems notwendig. Nach der
hamodynamischen Untersuchung werden die Organe entsprechend dem jeweiligen Endpunkt der
Gruppe prapariert.

Experimenteller Auibau der Teilversuche A-E

A Pilotstudie zum zeitlichen Verlauf des vaskuldren Remodelings wéhrend der pulmonalen
Hyperionie Typ 2.

Dieser Teilversuch dient der Erfassung der zeitlichen Dynamik des vaskuldren Remodelings im
Modell des suprakoronaren Aortenbandings. Dabei soll neben der kardiovaskuldren Funktion vor
allem auf molekularer Ebene das Zusammenspiel zwischen den beschriebenen Signalmolekilen und
Transkriptionsfaktoren untersucht werden.

Hypothese: Durch das Aortenbanding kommt es zu einer Erhdhung des pulmonalen Aortendrucks,
welcher Uber die Zeit im Zusammenspiel mit anderen Faktoren, das vaskulare Remodeling in der
Pulmonalarterie hervorruft. Auf molekularer Ebene Iasst sich das vaskuldre Remodeling Uber die Zeit
als verandertes mRNA- und Proteinexpressionsprofil nachweisen. Funktionell fihren diese
Veranderungen zumn vaskuléaren Stiffening.
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A
Pilotstudi
e zum
zeitlichen
Verlauf
des
vaskuldren
Remodeling
s wadhrend
der
pulmonalen
Hypertonie
Tvp 2

1 (Histo) 1. 1 Woche SD-Ratte | SHAM 12
1 (Histo) 2. 1 Woche SD-Ratte | Banding 12
1 (Histo) 3.3 Wochen | SD-Ratte | SHAM 12
1 (Histo) 4. 3 Wochen SD-Ratte | Banding 12
1 (Histo) 5. 5 Wochen SD-Ratte | SHAM 12
1 (Histo) 6. 5 Wochen SD-Ratte | Banding 12
1 (Histo) 7. 9 Wochen SD-Ratte | SHAM 12
1 (Histo) 8. 9 Wochen SD-Ratte | Banding 12
1 (Histo) 9. 1 Woche BMPR*- | SHAM 12
1 (Histo) 10. 1 Woche | BMPR*" | Banding 12
1 (Histo) 11. 3 Wochen | BMPR”" | SHAM 12
1 (Histo) 12. 3 Wochen | BMPR*- | Banding 12
1 (Histo) 13.5 Wochen | BMPR" | SHAM 12
1 (Histo) 14. 5 Wochen | BMPR*" | Banding 12
1 (Histo) 15. 9 Wochen | BMPR™ SHAM 12
1 (Histo) 16. 9 Wochen | BMPR" | Banding 12
n=192
2 (Biomechanik) 1. 1 Woche SD-Ratte | SHAM 12
2 (Biomechanik) 2. 1 Woche SD-Ratte | Banding 12
2 (Biomechanik) 3. 3 Wochen SD-Ratte | SHAM 12
2 (Biomechanik) 4. 3 Wochen SD-Ratte | Banding 12
2 (Biomechanik) 5. 5 Wochen SD-Ratte | SHAM 12
2 (Biomechanik) 6. 5 Wochen SD-Ratte | Banding 12
2 (Biomechanik) 7. 9 Wochen SD-Ratte | SHAM 12
2 (Biomechanik) 8. 9 Wochen SD-Ratte | Banding 12
2 (Biomechanik) 9. 1 Woche BMPR- | SHAM 12
2 (Biomechanik) 10. 1 Woche | BMPR*" | Banding 12
2 (Biomechanik) 11. 3 Wochen | BMPR" | SHAM 12
2 (Biomechanik) 12. 3 Wochen | BMPR*" Banding 12
2 (Biomechanik) 13. 5 Wochen | BMPR”" | SHAM 12
2 (Biomechanik) 14. 5 Wochen | BMPR*" Banding 12
2 (Biomechanik) 15. 9 Wochen | BMPR*" SHAM 12
2 (Biomechanik) 16. 9 Wochen | BMPR?" | Banding 12
i n=192
3 (Zellisolation) 1. 1 Woche SD-Ratte | SHAM 12
3 (Zellisolation) 2.1 Woche SD-Ratte | Banding 12
3 (Zellisolation) 3. 3 Wochen SD-Ratte | SHAM 12
3 (Zellisolation) 4. 3 Wochen SD-Ratte | Banding 12
3 (Zellisolation) 5. 5 Wochen SD-Ratte | SHAM 12
3 (Zellisolation) 6. 5 Wochen SD-Ratte | Banding 12
3 (Zellisolation) 7. 9 Wochen SD-Ratte | SHAM 12
3 (Zellisolation) 8. 9 Wochen SD-Ratte | Banding 12
3 (Zellisolation) 9. 1 Woche BMPRY- | SHAM 12
3 (Zellisolation) 10. 1 Woche BMPR*" Banding 12
3 (Zellisolation) 11. 3 Wochen | BMPR*" SHAM 12
3 (Zellisolation) 12. 3 Wochen | BMPR*" | Banding %
3 (Zellisolation) 13. 5 Wochen | BMPR”" | SHAM 12
3 (Zellisolation) 14. 5 Wochen | BMPR”" | Banding 12
3 (Zellisolation) 15. 9 Wochen | BMPRY" | SHAM 12




3 (Zellisolation) 16. 9 Wochen | BMPR Banding 12

n=192

Studienarm A1 + A2 +A3: 576 Tiere

B Umkehr des vaskuliren Remodelings mittels "Debanding"
Aortenbandings wéhrend der pulmonalen Hypertonie Typ 2.

Dieser Teilversuch dient vor allem dem Erkenntnisgewinn, ob ein einmal eingetretenes vaskuléres
Remodeling infolge einer PH (Klasse 2) reversibel ist oder nicht. Dafiir wird nach 4 bzw. nach 8
Wochen der Titan-Clip der zur Induktion der Linksherzinsuffizienz eingebracht wurde operativ entfernt
(,Debanding®). Diese Tiere werden eine weitere Woche beobachtet und erreichen damit dann die
Versuchswochen 5 und 9, die auch schon im Teilversuch A adressiert wurden. Die Tiere werden dann
in den Versuchswochen 5 bzw. 9 zun&chst echokardiographisch und hamodynamisch, danach
entsprechend dem jeweiligen Endpunkt untersucht. Zusatzlich sind Vergleiche mit der 5-Wochen- und
9-Wochen-Gruppe aus Teilversuch A moglich, bei denen das vaskuldre Remodeling ohne eine zweite
chirurgische Intervention beurteilt werden kann. Hier bietet sich damit die Méglichkeit, den Einfluss
der SHAM- bzw. Debanding-OP zu erfassen. Eine Gruppe von Tieren wird zum Zeitpunkt 4 Wochen
bzw. 8 Wochen den finalen Untersuchungen unterzogen, um iiberpriifen zu kdnnen, ob und wie sich
durch das Debanding das vaskuldre Remodeling verandert hat.

des suprakoronaren

Auch hier muss eine Vérsuchsgruppe entsprechend dem Versuchsschema eine Schein-OP erhalten,
bei der die Tiere lediglich narkotisiert und gedffnet werden, jedoch kein Titanclip um die Aorta gelegt
wird. Diese Gruppe dient als Kontrollgruppe.

Hypothese: Das vaskulare Remodeling wahrend der PH (Klasse 2) ist umkehrbar durch das
Debanding des suprakoronaren Aortenbandings.
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des
vaskuldren
Remodeling
s mittels
"Debanding
" des
suprakoron
aren
Aortenband
ings
wihrend
der
pulmonalen
Hypertonie
Typ 2

1 (Histo) 2. 4 Wochen SD-Ratte | Banding 8
1 (Histo) 3. 4+1 Wochen SD-Ratte | SHAM/SHAM 8
1 (Histo) 4. 4+1 Wochen SD-Ratte | Banding/SHAM 8
1 (Histo) 5. 4+1 Wochen SD-Ratte | Banding/Debanding | 8
1 (Histo) 6. 8 Wochen SD-Ratte | SHAM 8
1 (Histo) 7. 8 Wochen SD-Ratte | Banding 8
1 (Histo) 8. 8+1 Wochen SD-Ratte | SHAM/SHAM 8
1 (Histo) 9. 8+1 Wochen SD-Ratte | Banding/SHAM 8
1 (Histo) 10. 8+1 Wochen SD-Ratte | Banding/Debanding | 8
1 (Histo) 11. 4 Wochen BMPR*" | SHAM 8
1 (Histo) 12. 4 Wochen BMPR”- | Banding 8
1 (Histo) 13. 4+1 Wochen BMPR*" SHAM/SHAM 8
1 (Histo) 14. 4+1 Wochen | BMPR Banding/SHAM 8
1 (Histo) 15. 4+1 Wochen | BMPR* | Banding/Debanding | &
1 (Histo) 16. 8 Wochen BMPR”- | SHAM 8
1 (Histo) 17. 8 Wochen BMPR*" Banding 8
1 (Histo) 18. 8+1 Wochen | BMPR”" | SHAM/SHAM 8
1 (Histo) 19. 8+1 Wochen | BMPRY" | Banding/SHAM 8
1 (Histo) 30. 8+1 Wochen | BMPR”- | Banding/Debanding | 8
n=160
2 (Biomechanik) | 1. 4 Wochen SD-Ratte | SHAM 8
2 (Biomechanik) | 2. 4 Wochen SD-Ratte | Banding 8
2 (Biomechanik) | 3. 4+1 Wochen SD-Ratte | SHAM/SHAM 8
2 (Biomechanik) | 4. 4+1 Wochen SD-Ratte | Banding/SHAM 8
2 (Biomechanik) | 5. 4+1 Wochen SD-Ratte | Banding/Debanding | 8
2 (Biomechanik) | 6. 8 Wochen SD-Ratte | SHAM 8
2 (Biomechanik) | 7. 8 Wochen SD-Ratte | Banding 8
2 (Biomechanik) | 8. 8+1 Wochen SD-Ratte | SHAM/SHAM 8
2 (Biomechanik) | 9. 8+1 Wochen SD-Ratte | Banding/SHAM 8
2 (Biomechanik) | 10. 8+1 Wochen SD-Ratte | Banding/Debanding | 8
2 (Biomechanik) | 11. 4 Wochen BMPR*" | SHAM 8
2 (Biomechanik) | 12. 4 Wochen BMPRY- | Banding 8
2 (Biomechanik) | 13. 4+1 Wochen BMPR*" | SHAM/SHAM 8
2 (Biomechanik) | 14. 4+1 Wochen BMPR*" Banding/SHAM 8
2 (Biomechanik) | 15. 4+1 Wochen BMPR”- | Banding/Debanding | 8
2 (Biomechanik) | 16. 8 Wochen BMPR*- | SHAM 8
2 (Biomechanik) | 17. 8 Wochen BMPR"" Banding 8
2 (Biomechanik) | 18. 8+1 Wochen BMPR*" | SHAM/SHAM 8
2 (Biomechanik) | 19. 8+1 Wochen BMPR*" Banding/SHAM 8
2 (Biomechanik) | 20. 8+1 Wochen BMPR*" Banding/Debanding | 8
n=160
3 (Zellisolation) 1. 4 Wochen SD-Ratte | SHAM 8
3 (Zellisolation) 2. 4 Wochen SD-Ratte | Banding 8
3 (Zellisolation) 3 4+1 Wochen | SD-Ratte | SHAM/SHAM 8
3 (Zellisolation) 4. 4+1 Wochen | SD-Ratte | Banding/SHAM 8
3 (Zellisolation) 5. 4+1 Wochen | SD-Ratte Banding/Debanding | 8
3 (Zellisolation) 6. 8 Wochen SD-Ratte | SHAM 8
3 (Zellisolation) 7. 8 Wochen SD-Ratte | Banding 8




3 (Zellisolation) 8. 8+1 Wochen SD-Ratte | SHAM/SHAM 8
3 (Zellisolation) 9. 8+1 Wochen | SD-Ratte | Banding/SHAM 8
3 (Zellisolation) | 10.8+1 Wochen SD-Ratte | Banding/Debanding | 8
3 (Zellisolation) 11. 4 Wochen BMPR*”- | SHAM 8
3 (zellisolation) 12. 4 Wochen | BMPR*" Banding 8
3 (zellisolation) | 13.4+1 Wochen BMPR*”- | SHAM/SHAM 8
3 (Zellisolation) | 14.4+1 Wochen BMPR*" Banding/SHAM 8
3 (Zellisolation) | 15.4+1 Wochen BMPR*" Banding/Debanding | 8
3 (Zellisolation) 16. 8 Wochen | BMPR?" | SHAM 8
3 (Zellisolation) 17. 8 Wochen | BMPR”- | Banding 8
3 (Zellisolation) | 18.8+1 Wochen BMPRY- | SHAM/SHAM 8
3 (Zellisolation) | 19.8+1 Wochen BMPR*- | Banding/SHAM 8
3 (Zellisolation) | 20.8+1 Wochen BMPR”- | Banding/Debanding | 8
n=160

C Inhibition des vaskuldren Remodelings wihrend der pulmonalen Hypertoni

Verteporfin.

Dieser Teilversuch dient der Erforschung v
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c 1 (Histo) 1.9 Woche | SD-Ratte | SHAM/Vehikel 13
Inhllfltlon 1 (Histo) 2.9 Woche | SD-Ratte | Banding/Vehikel 13
vaskflsé.ren 1 (Histo) 3. 9 Wochen | SD-Ratte | SHAM/Verteprofin 13
Remodeling 1 (Histo) 4.9 Wochen | SD-Ratte | Banding/Verteprofin 13
s wéhrend 1 (Histo) 5.9 Wochen | BMPRY | SHAM/Vehikel 13
der 1 (Histo) 6.9 Wochen | BMPR?- | Banding/Vehikel 13

pulmonalen - - -
Hypertonie 1 (Histo) 7. 9 Wochen | BMPR SHAM]/Verteprofin 13
Tyvp 2 1 (Histo) 8. 9 Wochen | BMPR™ Banding/Verteprofin | 13

durch n=104

Verteprofi | 2 (Biomechanik] | 1.9 Woche | SD-Ratte | SHAM/Vehikel 13
H 2 (Biomechanik) 2.9 Woche | SD-Ratte | Banding/Vehikel 13
2 (Biomechanik) | 3.9 Wochen SD-Ratte | SHAM/Verteprofin 13
2 (Biomechanik) | 4.9 Wochen | SD-Ratte Banding/Verteprofin | 13
2 (Biomechanik) | 5.9 Wochen | BMPR” SHAM/Vehikel 13
2 (Biomechanik) | 6.9 Wochen BMPR*" Banding/Vehikel 13
2 (Biomechanik) | 7.9 Wochen BMPRY- | SHAM/Verteprofin 13




2 (Biomechanik) | 8.9 Wochen | BMPR*" Banding/Verteprofin | 13
n=104

3 (Zellisolation) 1. 9 Woche | SD-Ratte | SHAM/Vehikel 13

3 (Zellisolation) 2. 9 Woche | SD-Ratte | Banding/Vehikel 13

3 (Zellisolation) 3. 9 Wochen | SD-Ratte | SHAM/Verteprofin 13

3 (Zellisolation) 4. 9 Wochen | SD-Ratte | Banding/Verteprofin | 13

3 (Zellisolation) | 5.9 Wochen | BMPR”- | SHAM/Vehikel 13

3 (Zellisolation) 6. 9 Wochen | BMPR*" Banding/Vehikel 13

3 (Zellisolation) | 7.9 Wochen | BMPR*- | SHAM/Verteprofin | 13

3 (Zellisolation) | 8.9 Wochen | BMPR"" Banding/Verteprofin | 13
n=104

Studienarm C1 + C2 +C3: 312 Tiere

D Inhibition des vaskulidren Remodelings wahrend der pulmonalen Hypertonie Typ 2 durch
den MRTF-A-Inhibitor CCG-1423.
Dieser Teilversuch dient der Erforschung der Wirksamkeit von CCG-1423, dass als Inhibitor des
Signalmolekiils MRTF-A schon bei anderen Formen der PH vorteilhafte Effekte gezeigt hat. Die Tiere
werden vier Wochen lang einmal taglich intraperitoneal mit CCG-1423 (0,15 mg/kg KG) behandelt.
Art, Dauer und Anwendung von Verteporfin sind der Literatur entnommen (Zheng et al., 2017).

Hypothese: CCG-1423 verbessert das vaskuldre Remodeling und das vaskulére Stiffening der

GefaBe.
Aortenbanding/ Himodynamik
Echo SHAM Echo Echo ... .
Wochen ! | == ——>
: 0 g LLb-14d3f g
Studienarm Endpunkt Gruppen Stamm Intervention Tierzahl (n,
2 1 (Histo) 1. 9 Woche | SD-Ratte | SHAM/Vehikel 9
Inhi;:‘ltlon 1 (Histo) 2.9 Woche | SD-Ratte | Banding/Vehikel 9
vaskotsren 1 (Histo) 3.9 Wochen | SD-Ratte | SHAM/ CCG-1423 | 9
Remodeling 1 (Histo) 4. 9 Wochen | SD-Ratte | Banding/ CCG-1423 9
s wéhrend 1 (Histo) 5. 9 Wochen | BMPR*" SHAM/Vehikel 9
der 1 (Histo) 6. 9 Wochen | BMPR*- | Banding/Vehikel 9
ggi;ﬁiﬁz 1 (Histo) 7.9 Wochen | BMPRY- | SHAM/ CCG-1423 9
Typ 2 1 (Histo) 8.9 Wochen | BMPR*- | Banding/ CCG-1423 | 9
durch den n=72

MRTF-A- 2 (Biomechanik) | 1.9 Woche | SD-Ratte | SHAM/Vehikel 9
Icncrgilﬁfg 2 (Biomechanik) | 2.9 Woche | SD-Ratte | Banding/Vehikel 9
2 (Biomechanik) | 3.9 Wochen | SD-Ratte | SHAM/ CCG-1423 9
2 (Biomechanik) | 4.9 Wochen | SD-Ratte | Banding/ CCG-1423 | 9
2 (Biomechanik) | 5.9 Wochen | BMPR* SHAM/Vehikel 9
2 (Biomechanik) | 6.9 Wochen | BMPR*" Banding/Vehikel 9
2 (Biomechanik) 7. 9 Wochen | BMPR SHAM/ CCG-1423 9
2 (Biomechanik) | 8.9 Wochen | BMPR*" Banding/ CCG-1423 | 9

n=72




3 (Zellisolation) 1.9 Woche | SD-Ratte | SHAM/Vehikel 9
3 (Zellisolation) 2.9 Woche | SD-Ratte | Banding/Vehikel 9
3 (Zellisolation) 3. 9 Wochen | SD-Ratte | SHAM/ CCG-1423 9
3 (Zellisolation) | 4.9 Wochen SD-Ratte | Banding/ CCG-1423 | 9
3 (zellisolation) | 5.9 Wochen BMPRY- | SHAM/Vehikel 9
3 (Zellisolation) | 6.9 Wochen BMPRY- | Banding/Vehikel 9
3 (Zellisolation) 7.9 Wochen | BMPR" SHAM/ CCG-1423 9
3 (Zellisolation) | 8.9 Wochen BMPRY- | Banding/ CCG-1423 | 9
n=72

Studienarm D1 + D2 +D3: 216 Tiere

E Inhibition des vaskuldren Remodelings wihrend der pulmonalen Hypertonie Typ 2 durch
einen RUNX2-Inhibitor (CADD522).

Dieser Teilversuch dient der Erforschung der Wirksamkeit von CADD522, dass als Inhibitor des
Transkriptionsfaktors RUNX2 voraussichtlich die Transdifferenzierung der GefaBmuskelzellen und
damit auch die Calcifizierung der GeféaBe verhindert. Die Tiere werden vier Wochen lang einmal
taglich intraperitoneal mit CADD522 (10 mg/kg KG) behandelt. CADD522 ist eine neuartige Substanz,
die bislang lediglich zur Therapie von Tumoren eingesetzt wurde. Das Tumorwachstum konnte im
experimentellen Tiermodell durch die Gabe von CADD522 stark einged@mmt werden. fur die bislang
gezeigt werden konnte, dass sie das Tumorwachstum inhibiert. Allerdings wurde CADD522 noch
nicht im kardiovaskularen Bereich angewandt, da es sich um eine Neuentwicklung handelt (Kim et al.,
2017). In Dosis-Findungsversuchen zu CADD522 gab es bis zur hochsten getesteten Dosierung von
20 mg/kg keinen Effekt von CADDS522 auf das Kérpergewicht der Tiere oder auf den generellen
Gesundheitszustand der Tiere (Kim et al., 201 7).

Hypothese: CADD522 verbessert das vaskuldre Remodeling und das vaskulare Stiffening der
Gefalle.

Aortenbanding/ Hamodynamik

Echo SHAM Echo Echo -
Wochen i i i*,,q_:“‘ +— 1,2,3
-1 0 g - --"-° 9
rStudienarm Endpunkt Gruppen Stamm Intervention Tierzahl (n)
= 1 (Histo) 1.9 Woche | SD-Ratte | SHAM/Vehikel 9
Inhi;ltion 1 (Histo) 5.9 Woche | SD-Ratte | Banding/Vehikel 9
vaskuelsaren 1 (Histo) 3. 9 Wochen | SD-Ratte SHAM/ CCG-1423 9
Remodeling 1 (Histo) 4. 9 Wochen | SD-Ratte | Banding/ CCG-1423 | 9
s wghrend 1 (Histo) 5.9 Wochen | BMPR?- | SHAM/Vehikel 9
dex 1 (Histo) 6. 9 Wochen | BMPR” Banding/Vehikel 9
ﬁ;ﬂﬁiig 1 (Histo) > 9 Wochen | BMPR” | SHAM/ CCG-1423 9
Typ 2 1 (Histo) 8.9 Wochen | BMPRY- | Banding/ CCG-1423 | 9
durch n=72
einen 2 (Biomechanik) | 1.9 Woche | SD-Ratte | SHAM/Vehikel 9
Ifff;‘izt‘or 2 (Biomechanik) | 2.9 Woche | SD-Ratte | Banding/Vehike! 9
2 (Biomechanik) | 3. 9 Wochen SD-Ratte | SHAM/ CCG-1423 9
2 (Biomechanik) | 4.9 Wochen SD-Ratte | Banding/ CCG-1423 | 9
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2 (Biomechanik) | 5.9 Wochen | BMPR”" | SHAM/Vehikel 9

2 (Biomechanik) | 6.9 Wochen BMPR* Banding/Vehikel 9

2 (Biomechanik) | 7. 9 Wochen BMPR™" SHAM/ CCG-1423 9

2 (Biomechanik) | 8.9 Wochen | BMPR”" | Banding/ CCG-1423 | 9
n=72

3 (Zellisolation) 1. 9 Woche | SD-Ratte | SHAM/Vehikel 9

3 (Zellisolation) 2.9 Woche | SD-Ratte | Banding/Vehikel 9

3 (Zellisolation) | 3.9 Wochen | SD-Ratte SHAM/ CCG-1423 g

3 (Zellisolation) | 4.9 Wochen | SD-Ratte Banding/ CCG-1423 | 9

3 (Zellisolation) | 5.9 Wochen BMPR*" SHAM/Vehikel 9

3 (Zellisolation) | 6.9 Wochen | BMPR" | Banding/Vehikel 9

3 (Zellisolation) | 7.9 Wochen | BMPRY | SHAM/ CCG-1423 9

3 (Zellisolation) | 8.9 Wochen BMPR*" Banding/ CCG-1423 9
n=72

Studienarm E1 + E2 +E3: 216 Tiere

Tierzahl gesamt:

Studienarm A: 576
Studienarm B: 480
Studienarm C: 312
Studienarm D: 216
Studienarm E: 216

Total: 1800

Angaben zur biometrischen/statistischen Planung

Aufgrund des Umfangs des vorliegenden Tierversuchsvorhabens, wurde die biostatistische Planung
in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Biometrie und klinische Epidemiologie der Charité -
Universitatsmedizin durchgefihrt. Die direkte Ansprechpartnerin ist Frau Andrea Stroux, Dipl. Math.

| Erlduterungen:

Die ausfihrliche Fallzahiplanung findet sich als Anlage im Anhang. Die Fallzahlplanung wurde fr
jeden Teilversuch einzeln durchgefiihrt. Alle Einzelheiten zu Fehler 1. Und 2. Art, sowie Informationen
zur biologisch relevanten Differenz und Effektstarke finden sich firr jeden Teilversuch/Studienarm
einzeln im biostatistischen Gutachten im Anhang.

HauptzielgréBe(n):

Erhohung des pulmonalarteriellen Drucks
Siehe auch biostatistisches Gutachten im Anhang

NebenzielgroBe(n):

GefaBremodeling: genauer die mediale Wanddicke pulmonaler Arteriolen
Siehe auch biostatistisches Gutachten im Anhang

Studientyp
X a) Orientierungsstudie

[0 b) Vergleichsstudie

| Es werden folgende biometrische Verfahren zur Auswertung eingesetzt:
Siehe biostatistisches Gutachten im Anhang

Die vorgesehene Tierzahl und Gruppengrofe ist zur statistischen Absicherung mit
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1.1.54

1.1.55

1.2
1:24

— einer Wahrscheinlichkeit fir den Fehler 1. Art von
Siehe biostatistisches Gutachten im Anhang

— einer Wahrscheinlichkeit fir den Fehler 2. Art von
Siehe biostatistisches Gutachten im Anhang

— einer biologisch relevanten Differenz
Siehe biostatistisches Gutachten im Anhang

_  Varianz oder Effektstéirke (mit Angabe des genutzten Parameters, z. B. Effektstarke nach Cohen)
Siehe biostatistisches Gutachten im Anhang

notwendig
Die biometrische Planung ist ggf. durch das Gutachten einer Statistikerin/eines Statistikers zu erlautern.
Weitere Erlauterungen:

Herkunft der Tiere
Die Tiere werden (ber die Tierzuchteinrichtung der Charité (FEM) oder {iber Charles River,
Sulzfeld, bezogen.

Handelt es sich um eigens fiir Tierversuche geziichtete Tiere (§8 19 bis 24 TierSchVersV)?G)
XJa

Aus welcher/welchen Zucht/Zuchten (Name und Anschrift) stammen die Tiere?

Forschungseinrichtung fur Experimentelle Medizin (FEM) der Charite — Universitatsmedizin Berlin

Krahmerstr. 6-10
12207 Berlin

1 Nein

[] Es handelt sich um Landwirtschaftliche Nutztiere 2

[] Antrag auf Zulassung einer Ausnahme nach § 19 Abs. 1 Satz 2, § 20 Abs. 1 Satz 2 oder § 21 Satz
2 TierSchVersV ist gesondert beigeflgt

[] Antrag auf Zulassung einer Ausnahme nach § 19 Abs. 1 Satz 2 bzw. § 20 Satz 2 TierSchVersV
wird hiermit gestellt

| Erlauterungen:
Trifft nicht zu.

Die vorgesehenen Tiere wurden bereits in einem Versuchsvorhaben im Sinne des § 18 TierSchVersV
verwendet -

- Im Falle der Verwendung von Primaten Anlage 5 beifligen —

[]Ja X Nein

Wenn Ja, Beschreibung der Art, Dauer und Belastung der bislang erfolgten Eingriffe an den betref-
fenden Tieren, Aktenzeichen und Angabe der zustandigen Behorde; tierarztliche Empfehlung beifd-
gen (§ 18 Abs. 1 Nr. 4 TierSchVersV):

Angaben zur praktischen Durchfiihrung

Ort der Versuchstierhaltung und Ort der Durchfiihrung, vorgesehener Beginn (Datum) und
voraussichtliche Dauer des Versuchsvorhabens (§ 31 Abs. 1 Satz 2 Nr. 1 e TierSchVersV) /)

| Ort der Versuchstierhaltung mit Anschrift und Gebaude-/Raumnummer:

o
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Forschungseinrichtung far Experimentelle Medizin (FEM) im CharitéCrossOver-Gebaude (CCO)
Charitéplatz 1, 10437 Berlin, Intern: Virchowweg 6

Tierhaltung in der 2. Etage

ZH 169

Ort der Versuchsdurchfiihrung mit Anschrift und Gebaude-/ Raumnummer:
Institut fiir Physiologie, Campus Charité Mitte
CharitéCrossOver-Gebéude (CCO)

Charitéplatz 1, 10437 Berlin, intern: Virchowweg 6

Labore in der 6. Etage, Raume 311,315

Beginn:

ab Genehmigung
Dauer:

5 Jahre

Beschreibung der Haltungsbedingungen und der Vorbereitung der Tiere auf den Versuch (§ 8
Abs. 1 Satz 2 Nr. 5 TierSchG) J)

| Erlauterungen:

Die Unterbringung der Tiere erfolgt in der Tierhaltung 7H 169 am Campus Charité Mitte der Charité -
Universitatsmedizin Berlin, Charitéplatz 1, 10437 Berlin, CCO-Gebaude Virchowweg 6 unter der
Aufsicht der Tierpfleger, die tber die erforderlichen Kenntnisse hinsichtlich der artgerechten Pflege
und Ernahrung verftigen. Die tiermedizinische Versorgung wird durch die Forschungseinrichtungen
der Charité gewéhrleistet. Die Tiere stehen unter Aufsicht der hier tatigen Tierérzte, die tber die
erforderlichen Kenntnisse hinsichtlich der artgerechten Pflege und Ernahrung verfigen. Die Kafige
sind mit staubarmer, strukturierter Holzeinstreu, die regelmaBig gewechselt wird, sowie weiterem
Enrichment (Unterschldpfméglichkeit in Form einer Réhre; Zellstoff zur eigenen Strukturierung des
Lebensraumes bzw. als Nestbaumaterial) ausgestattet. Die Tiere erhalten Trinkwasser und spezielles
Haltungsfutter ad libitum. Lichtverhaltnisse und Raumklima sind den Bedirfnissen der Tiere
angepasst (Raumtemperatur 20-24°C, relative Luftfeuchtigkeit 45-65%, 12-stlindiger Hell/Dunkel-
Rhythmus). Das soziale Umfeld wird durch die Gruppenhaltung mit Artgenossen gewahrleistet. Die
Haltungsbedingungen basieren auf den geltenden Vorgaben der EU-Richtlinie 2010/63/EU, der EU-
Leitlinie 2007/526/EG und den Empfehlungen des Ausschusses flr tiergerechte Labortierhaltung der
GV-SOLAS fir die Haltung von Mausen.

Es sollen durch die als schwer zu beurteilende Belastung der Tiere nur Untersuchungen und Eingriffe
durchgefihrt ~ werden, die tats&chlich unerlasslich  fir den Erkenntnisgewinn  dieses
Versuchsvorhabens sind. Deshalb wird neben dem Gewichtsmonitoring und der Echokardiographie
auf weitere Untersuchungen wie Blutentnahmen (auBer am finalen Tag) zur Verlaufskontrolle
verzichtet. Selbstverstandlich ist far uns die Haltung der Tiere in kleinen sozialen Gruppen und die
Anreicherung der Kéafige mit Unterschlupfmaglichkeiten (Refinement). Das Refinement ist nicht nur
aus tierschitzerischer —Sicht ein ganz besonders wichtiger Punkt, sondern auch aus
wissenschaftlicher Sicht, da jede zuséatzliche Belastung der Tiere die Ergebnisse des Versuchs
verfalschen konnte.

Beschreibung des Hygienemanagements J)

Hygienestatus der Versuchtiere/der Tierhaltung:

Erlauterungen:

Das Hygienekonzept der FEM sieht eine strikte Trennung von zentralen SPF-Zuchtbereichen und
dezentralen Experimentalbereichen vor. In die Zuchtbereiche werden Tiere nur Gber Embryotransfer
oder Hysterektomie nach erfolgreicher |solatorquaranténe eingeschleust. In den zentralen
Zuchtbereichen der FEM ist ein strikter, spezifiziert pathogenfreier Hygienestatus der Versuchstiere
vorgesehen und es wird in Anlehnung an die FELASA Richtlinien vier Mal jahrlich untersucht.

Hygienestatus der Versuchstiere/der Tierhaltung:
s. Gesundheitszeugnis mit Historie im Anhang.

Hygienemonitoring:
| Erlauterungen:
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An den dezentralen Experimentalstandorten wird zweimal jéhrlich entsprechend der FELASA
untersucht. Zusétzlich werden monatlich Abklatschproben auf Oxyuren untersucht. In die
Experimentalbereiche dlrfen Tiere nur von kommerziellen Ziichtern mit SPF Status oder aus den
zentralen SPF-Zuchtbereichen eingestellt werden. Die Einstellung von Tiere aus anderen
Tierhaltungen ist nur nach Uberprifung der Kompatibilitit des Hygienestatus durch die Hygi-
enebeauftragie gestattet.

Wurden in dem Tierhaltungsbereich aktuell Organismen nachgewiesen, die gemal Hygienemanage-
ment nicht vorhanden sein sollen?

[Jya  xNein ] wurde nicht untersucht (bitte begriinden)

Wenn Ja: Um welche Keime handelt es sich?

Inwieweit ist bekannt, ob diese die Versuchergebnisse beeinflussen kénnen?

Welche MaBnahmen werden ergriffen, um eine Infektion der Tiere flir das beantragte Versuchsvorha-
ben mit den oben genannten Keimen zu verhindern?
| Erlauterungen:

Trifft nicht zu.

Beschreibung der praktischen Durchfiihrung aller Eingriffe und Behandlungen bezogen auf
die jeweilige Versuchsgruppe in ihrer Art und Dauer und Beriicksichtigung des Betdubungs-
verfahrens; detaillierte Darstellung s@mtlicher MaBnahmen mit zeitlichem Verlauf (§ 17 i. V. m.
§ 31 Abs. 1 Satz 2 Nr. 1d TierSchVersV) )

Erlduterungen:

Induktion der Linksherzinsuffizienz:

Die Operation zur Induktion der Linksherzinsuffizienz mittels suprakoronaren Aortenbandings erfolgt
nach der von uns publizierten Methode, unter Vollnarkose und sterilen Bedingungen in einem extra
daflr eingerichteten Operationsraum (Hentschel et al., 2007; Yin et al, 2009; Kerem et al., 2010;
Hoffmann et al., 2011). Nach Narkose durch eine kombinierte intraperitoneale Verabreichung von
Ketamin (87 mg/kg K@) und Xylazin (13 mg/kg KG) werden die Ratten auf eine 37°C warme
Heizmatte gelagert und Uber eine Atemmaske mit reinem Sauerstoff beatmet. Eine ausreichende
Narkosetiefe wird durch regelméBige Testung des Zwischenzehenreflexes CUberprift. Einer
Austrocknung der Cornea Uber den Narkosezeitraum wird durch Eintropfen eines Augengels
vorgebeugt. Nach Desinfektion der Haut und linksthorakalem Hautschnitt (ca. 7 mm Lange) wird der
2. Interkostalraum links durch vorsichtige Mobilisation der bedeckenden Muskelschichten freigelegt
und auf einer Lénge von ca. 4 mm erdffnet. Dies ermdglicht den operativen Zugriff zur Herzbasis und
das Anbringen eines Titan-Clips mit einem definierten Innendurchmesser von 0.8 mm um die Aorta
ascendens oberhalb des Abgangs der Herzkranzarterien. AnschlieBend wird die Brustwand in 2
Schichten durch Einzelknopfnaht verschlossen. Die Gesamtdauer des Eingriffs betragt ca. 10 min. Bis
zum vollstédndigen Abklingen der Narkosewirkung verbleiben die Tiere auf der Heizmatte, ihre
Spontanatmung wird kontinuierlich Gberwacht. Bis zum vollstdndigen Erwachen verbleiben die Tiere
in Einzelkafigen und werden anschlieBend wieder in ihre, ihnen bereits vertrauten
Gemeinschaftskafige mit freiem Zugang zu Wasser und artgerechtem Trockenfutter verbracht. 30 min
vor Operationsbeginn und einmal taglich an den ersten 3 postoperativen Tagen erhalten die Ratten 5
mg/kg KG Carprofen s.c. zur postoperativen Analgesie.

Echokardiographische Untersuchung zur Erfassung der kardialen und vaskuldren Funktion:

Die fortschreitende Funktionseinschrinkung des Herzens und der GefaBe soll durch das nicht-
invasive bildgebende Verfahren der Kleintier-Echokardiographie tberwacht werden. Dafiir sollen die
Tiere einmalig vor dem/der Banding/SHAM-OP echokardiographisch untersucht werden, um einen 0-
Wert zu generieren. Im weiteren Verlauf soll je nach Versuchsdauer (in den einzelnen Teilversuchen
gekennzeichnet) eine einmalige Verlaufskontrolle durchgeftihrt werden, um die Progression der
Linksherzinsuffizienz als auch die Erhéhung des pulmonalarteriellen Drucks zu Uberprifen. In allen
Studienarmen wird vor der finalen hd&modynamischen Untersuchung eine echokardiographische
Untersuchung durchgefinrt.

Die echokardiographische Untersuchung ist ein nicht-invasives Standardverfahren der Bildgebung.
Zur Durchfihrung der echokardiografischen Untersuchung werden die Tiere mit einer 1,5% Isofluran-
Inhalationsnarkose betiubt. Die Untersuchung wird mit dem Echogerét Vevo700 (VisualSonics Inc.,
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Toronto, ONT, Canada) durchgefiihrt. Die Ratten werden in Rickenlage fixiert und der Thorax
enthaart (Veet Enthaarungscreme oder Rasur). Das Herz wird parasternal in der kurzen Achse (short
axis) und der langen Achse (long axis) dargestellt. Des Weiteren werden zur Kalkulation der links-
und rechtsventrikuldaren Kammerdimension auf Héhe der Papillarmuskeln Messungen im M-Mode
(Short axis und long axis) durchgefiinrt. AuBerdem werden Doppler-Untersuchungen und Strain-
Analysen mit Hilfe von Speckle-Tracking-Echokardiographie durchgefiihrt. Diese erweiterten Analyse-
Verfahren dienen der Feststellung von frilhen pathologischen Veranderungen, die mit der Anwendung
von konventioneller Echokardiographie, sprich B- und M-Mode-Bildern, nicht méglich ist.

Zusétzlich zum kardialen Status der Tiere wird die vaskuldre Funktion erfasst. Hierzu werden die
.groBen® BlutgefadBe der Tiere wie Pulmonalarterie, Aorta und Carotiden echokardiographisch
aufgenommen und die  Flussgeschwindigkeiten = gemessen.  Formel-basiert,  kénnen
Flussgeschwindigkeiten in Driicke umgerechnet werden.

Alle echokardiographischen Verfahren werden mit moglichst geringem zeitlichem Aufwand und damit
auch mit méglichst geringer Belastung fiir das Tier durchgefiihrt, um die Dauer der Narkose fUr jedes
Einzeltier auf ein Minimum zu beschrénken. Die echokardiografischen Messungen werden nach dem
von der American Society of Echocardiography (ASE) festgelegten Standards durchgefuhrt.

Hamodynamische Untersuchung:

Zum entsprechenden Messzeitpunkt (je nach Teilversuch) erfolgt die invasive Messung h&mody-
namischer Parameter. Hierzu werden die Versuchstiere durch die intraperitoneale Verabreichung
einer Triple-Kombination von Medetomidin (0.5 mg/kg KG, Domitor®), Fentanyl (0.05 mg/kg KG) und
Midazolam (5 mg/kg KG, Dormicum®) narkotisiert. Die Aufrechterhaltung der Anésthesie erfolgt nach
erfolgreicher Etablierung eines intravendsen Zugangs (s.u.) durch intravendse Infusion der Triple-
Kombination Fentanyl/Midazolam/Medetomidin (0.025/2.5/0.25 mg/kg KG/hr)._

Nach Sicherstellung einer ausreichenden Narkosetiefe durch die Uberprifung des Zwi-
schenzehenreflexes werden die Ratten tracheotomiert und Uber eine 16G Kaniile mit Raumluft
beatmet. AnschlieBend erfolgt die chirurgische Implantation jeweils eines Polyethylenkatheters in die
Arteria carotis dextra und in die Vena jugularis sinistra zur Messung des arteriellen und
zentralvendsen Blutdrucks, sowie zur intravendsen Aufrechterhaltung der Narkosetiefe. Uber die
rechte Jugularvene wird ein 2F Mikrotip-Millarkatheter in den rechten Ventrikel vorgeschoben, um den
rechtsventrikuldren systolischen Druck (RVSP) als sensitiven Indikator einer pulmonalen Hypertonie
zu messen. Anschliessend werden die Tiere in Narkose durch eine intravends verabreichte Uberdosis
Ketamin/ Xylazin getétet. Vom Zeitpunkt des Narkotisierens der Ratte bis zur Verabreichung der
Uberdosis Ketamin/Xylazin vergehen in der Regel maximal 30min.

Gewichtsmonitoring
Das Gewicht der Tiere soll zweimal pro Woche Uberpriift werden. Diese Messung dient gleichzeitig
der regelméBigen Gesundheitskontrolle jedes einzelnen Tieres.

Organ- und Blutentnahme (Endpunki 1):

Post mortem wird der Thorax eréffnet, die Pulmonalarterie Uber den rechten Ventrikel kandliert, und
die Lunge mit 4% Paraformaldehyd zur Fixierung fiir 30 min perfundiert, sodann entnommen und bis
zur anschlieBenden Paraffineinbettung fir 12 h in 4% Paraformaldehyd gelagert. Das Herz wird
entnommen, der rechte Ventrikel wird von Septum und linkem Ventrikel getrennt, und das
Rechtsventrikuldre Gewicht bezogen auf das Korpergewicht als MaB der PH-assoziierten
rechtsventrikularen Hypertrophie gravimetrisch ermittelt. In verschiedenen Geweben wie Herz, Lunge
und GefaBen erfolgen immunhistologische Aufarbeitungen, sowie eine Bestimmung des
Genexpressionsprofils. Hierfiir werden etablierte Zielgene und —proteine analysiert.

Biomechanische Untersuchungen (Endpunkt 2):

Fir die biomechanische Untersuchung der Pulmonalarterie wird die Pulmonalarterie nach Abschluss
der hamodynamischen Untersuchung entnommen, ohne dass die Tiere nochmals erwachen. Daflr
wird der Thorax der Tiere gedffnet und die Pulmonalarterie frei prépariert und ex vivo in einen
Myographen eingespannt. Mit Hilfe des Myographen kann die Dehnung/Elastizitat eines Muskels oder
Gewebeteilstiicks erfasst werden und damit die Versteifung des GeféBes erfasst werden. Diese
Untersuchung dient vordergrindig der Erfassung der vaskularen GeféBfunktion ex vivo.

Isolation von GefaBmuskelzellen (Endpunkt 3):
Die Isolation der GefaBmuskelzellen aus der Pulmonalarterie wird direkt nach der hé&modynamischen
Untersuchung der Tiere durchgefiihrt, ohne dass die Tiere nochmals erwachen. Herz und Lunge

erachulzopsetzes
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werden nach dem Offnen des Thorax gemeinsam entnommen, die Pulmonalarterie prapariert und im
Weiteren ex vivo Uber mehrere Waschschritte und enzymatische Abbauschritte  die
GefaBmuskelzellen isoliert. AnschlieBend findet eine molekularbiologische Analyse von Gen- und
Proteinexpressionsprofilen in den GefaBmuskelzellen staft.

Debanding (Teilversuch B):

Vier bzw. acht Wochen nach Induktion der Linksherzinsuffizienz wird eine zweite Operation zum
_Debanding* durchgeflhrt, die vom Aufbau her der ersten gleicht. Die Tiere werden mit Hilfe einer
kombinierten Narkose Ketamin (87 mg/kg KG, i.p.) und Xylazin (13 mg/kg KG, i.p.) auf einer 37°C
warmen Heizmatte gelagert und narkotisiert. Eine ausreichende Narkosetiefe wird durch regelmagige
Testung des Zwischenzehenreflexes Uberpruft. Einer Austrocknung der Cornea tber den
Narkosezeitraum wird durch Eintropfen eines Augengels vorgebeugt. Nach Desinfektion der Haut wird
die gleiche Inzision erneut gedfinet (linksthorakaler Hautschnitt, ca. 7 mm Lange) und der 2.
Interkostalraum links durch vorsichtige Mobilisation der bedeckenden Muskelschichten erneut
freigelegt und auf einer Lange von ca. 4 mm erdffnet. Der zuvor angebrachte Titan-Clip wird dann mit
Hilfe eines Micro-Nadelhalters senkrecht zur Ebene in der er angebracht wurde gegriffen und
vorsichtig gespreizt und dadurch gedffnet. Nach dem Ofinen kann der Clip problemlos Uber die
erdffnete Inzision entfernt werden. Wie in der ersten OP wird die Brustwand durch Einzelkopfnaht
verschlossen und die operative Nachsorge wie oben beschrieben, durchgefihrt. Die Durchfihreung
der Operation dauert ca. 20 Minuten.

Die Methode wurde in der Vergangenheit mehrfach publiziert und ihre Mortalitat mit 3,4% angegeben
(Zhang et al., 201 3). Aufgrund der bereits hohen Tierzahl im vorliegenden Versuchsvorhaben und der
als vernachlassigbar zu betrachtenden Mortalitétsrate, méchten wir davon Abstand nehmen zu
diesem Zeitpunkt Reserve-Tiere fur diesen Teilversuch zu beantragen.

Pharmakologische Intervention (Teilversuche C-E):

Die pharmakologische Intervention in den Versuchsarmen C-E wird Uber einen Zeitraum von vier
Wochen einmal taglich durchgefdhrt. Die pharmakologische Intervention startet nach der
echokardiographischen Verlaufskontrolle in Woche 5 (=35 Tage). Die Inhibitoren werden in den
angegebenen Dosierungen intraperitoneal einmal taglich verabreicht: Verteprofin 25 mg/kg KG, CCG-
1423 (0,15 mg/kg KG) und CADD522 (10 mg/kg KG).

Werden schmerzhafte Eingriffe ohne Betaubung durchgefiihrt?

[1Ja X Nein

Wenn Ja
| Erlduterungen:
Trifft nicht zu.

Beschreibung und Begriindung von MaBnahmen zur Schmerzlinderung bzw. deren Unterlassung
(§ 17 TierSchVersV);

-Angaben nicht erforderlich flr Anzeigen nach §8a Abs. 3 TierSchG (Versuche an ZehnfuBkrebsen) -

| Erlauterungen:

Wahrend der chirurgischen Eingriffe werden die Tiere mit einer Mischung aus Ketamin und Xylacin
i.p. narkotisiert. Bei Ketamin handelt es sich um ein langwirksames (8-10 Stunden)
Injektionsnarkotikum, was fir diese Art des Eingriffes und die Messung gut geeignet ist. Xylazin ist ein
in der Tiermedizin gangiges und gut vertragliches Analgetikum und wird haufig zur operativen
Schrmerzlinderung angewendet.

Die hamodynamischen Untersuchungen werden mit Hilfe einer Triple-Kombination von Medetomidin
(0.5 mg/kg KG, Domitor®), Fentanyl (0.05 mg/kg KG) und Midazolam (5 mg/kg KG, Dormicum®)
durchgefiihrt. Auch hier ist eine ausreichende Narkosetiefe durchgingig gewahrleistet. Die
hamodynamische Untersuchung ist eine finale Untersuchung aus der die Tiere nicht mehr erwachen.
Fiur die echokardiographische Untersuchung  wird  Isofluaran als  kurzwirkasames
Inhalationsanasthetikum angewendet.




1.2.7

1.2.8

1.2.9

Werden an einem Tier erheblich schmerzhafte und dauerhaft anhaltende Eingriffe oder Be-
handlungen durchgefiihrt, die nicht gelindert werden kénnen?? (§ 25 Abs. 2 TierSchVersV);

-Angaben nicht erforderlich f(r Anzeigen nach § 8a Abs. 3 TierSchG (Versuche an ZehnfuBkrebsen) -
JJda X Nein
Wenn Ja

| Erlduterungen:
Trifft nicht zu.

Vorgesehene MaBnahmen und Kontrollen im Rahmen der medizinischen und tierarztlichen Ver-
sorgung z. B. Hormonsubstitution, Antibiose, Verbandswechsel, spezielle Haltungsbedingungen
aufgrund hygienischer Anforderungen oder Erkrankungsneigungen der vorgesehenen Tiere
| Erlduterungen:
Trifft nicht zu.

Beschreibung und Bewertung der Belastung (Intensitét und Dauer von Schmerzen, Leiden oder
Schaden), wissenschaftliche Begriindung der Einstufung des Schweregrads nach Artikel 15 Abs.
1 i. V. m. Anh. VIil der RL 2010/63/EU bezogen auf die jeweilige Tierart und Versuchsgruppe in
Anlehnung an die Ausfiihrungen zu Ziff. 1.2.4 L) unter Benennung konkreter Abbruchkriterien. (In
diesem Zusammenhang auch Darstellung Genotyp-bedingter Belastungen genetisch veranderter
Tiere) (§ 31 Abs. 1 Satz 2 Nr. 2b TierSchVersV)

- bitte Anlage ,Belastungstabelle® beifligen -

- ggf. Anlage ,Abschlussbeurteilung genetisch veranderter Zuchtlinien” beifligen bzw. prospektive Einschatzung der phénotypi-
schen Belastung -

Erlduterungen:

Induktion der Linksherzinsuffizienz:

Die Induktion der Linksherzinsuffizienz mittels suprakoronarem Aortenbanding ist als starke Belastung
fir die Tiere anzusehen. Die chirurgische Intervention selbst wird unter Narkose durchgefthrt. 30 min
vor Operationsbeginn und einmal taglich an den ersten 3 postoperativen Tagen erhalten die Ratten 5
mg/kg KG Carprofen s.c. zur postoperativen Analgesie um unnotiges Leiden zu verhindern.

Echokardiographische Untersuchung zur Erfassung der kardialen und vaskuldren Funktion:

Die echokardiografischen Untersuchungen dienen hauptséchlich der Uberwachung der Herz- und
GefaBfunktionfunktion der Tiere. Die Untersuchung findet mit Hilfe einer leichten Isoflurannarkose
statt, dauert ca. 10 bis 20 Minuten und gilt als nicht-invasives Standardverfahren. Die Tiere erwachen
in der Regel schnell aus der Narkose, da es sich bei Isofluran um ein Inhalationsandsthetikum
handelt. Die Belastung wird deshalb als gering eingestuft.

Hamodynamische Untersuchung:
Bei der hamodynamischen Untersuchung handelt es sich um eine finale Untersuchung und es kommt
nicht zur Wiederherstellung der Lebensfunktion.

Debanding (Teilversuch B):

Auch das Debanding des suprakoronaren Aortenbanding sollte als starke Belastung fir die Tiere
angesehen werden. Trotz voraussichtlich geringer Mortalitétsraten ist eine erneute Narkose und die
Er6ffnung des Thorax' bei einem bereits moderat erkrankten Tier, als grof3e Belastung anzusehen,
auch wenn der Belastungsgrad durch Idsen des Bandings verringert werden soll. Auch hier wird die
chirurgische Intervention selbst wird unter Narkose durchgefihrt. 30 min vor Operationsbeginn und
einmal taglich an den ersten 3 postoperativen Tagen erhalten die Ratten 5 mg/kg KG Carprofen s.c.
zur postoperativen Analgesie um unnétiges Leiden zu verhindern.

i.p.-Applikation (Teilversuche C-E)
Die i.p.-Applikation von Substanzen wird als geringe Belastung eingestuft, da es nur zu kurzen
ZwangsmaBnahmen fiir das Tier kommt.

L

-




Die Gesamtbelastung dés Versuchs wird als SCHWER eingestuft.

Alle notwendigen Eingriffe und Behandlungen an den Tieren sind auf ein Mindestmaf reduziert, um
die Tiere so wenig wie mdglich durch die Eingriffe und Behandlungen per se bzw. durch Interaktion
mit dem Experimentator zu stressen.

Das Wiegen erfolgt wahrend des Umsetzens in einen sauberen Kafig und entspricht einer geringen
Belastung. Dazu werden die Tiere kurzzeitig, wahrend der neue Kafig fertiggestellt wird, in einen ein-
streulosen Kafig auf die Waage verbracht. Das Umsetzen wird routinemaBig von geschulten
Personen durchgefiihrt, allerdings ist es unvermeidbar, dass es Uber eine kurze Zeitspanne zu einer
stressbedingten Belastung kommen kann.

1.2.10 Benennung konkreter Abbruchkriterien (§ 31 Abs. 1 Satz 2 Nr. 1. d) TierSchVersV)

- bitte Anlage ,Score Sheet” beifigen -

1.2.11 Aufzeichnungen (§ 9 Abs. 5 Satz 1 TierSchG i. V. m. § 29 TierSchVersV) /)

1.3

- bitte Aufzeichnungsmuster beifligen -

Ethische Vertretbarkeit des Versuchs (§ 7a Abs. 2 Nr. 3 TierSchG) V)

131 Wissenschaftlich begriindete Darlegung, dass die zu erwartenden Schmerzen, Leiden oder

Schiden der Versuchstiere im Hinblick auf den Versuchszweck ethisch vertretbar sind (§ 7a

Abs. 2 Nr. 3 TierSchG)
| Erlduterungen:

Die PH infolge von Linksherzerkrankung stellt mit einer geschéatzten Prévalenz von ca. 1800-3500/Mio
eine haufige Erkrankung ‘ dar, die unbehandelt aufgrund der progressiven Entwicklung eines
Rechtsherzversagens zum Tode fiihrt (Rosenkranz et al., 2011). Neben einer hohen Letalitat ist die PH
infolge von Linksherzerkrankung haufig mit der Ausbildung schwerer Lungenddeme, die die Oxygenierung
des Blutes und damit die Sauerstoffversorgung des Gewebes zusatzlich verschlechtern, und einer
progressiven Druckbelastung des rechten Herzens verbunden, die durch eine Reduktion der Belastbarkeit
bis hin zur Ruhedyspnoe zu einer erheblichen Einschrinkung der Lebensqualitdt und einer hohen
Morbiditat der betroffenen Patienten fuhren. Das Auftreten einer pulmonalen Hypertonie, eines erhohten
pulmonal-vaskularen GefaBwiderstandes oder eine daraus resultierende Dysfunktion des rechten
Ventrikels werden daher bei einem GroBteil der Patienten mit Linksherzinsuffizienz zum limitierenden
Faktor fir den Erfolg therapeutischer Interventionen und gelten als zentrale Indikatoren einer negativen
Prognose (Ghio et al, 2001; Field et al., 2006: Meyer et al, 2010). Die therapeutischen
Interventionsméglichkeiten fir diesen Krankheitskomplex sind bislang ausgesprochen unbefriedigend und
fokussieren in erster Linie auf die Behandlung der Herzinsuffizienz, die als ultima ratio die
Herztransplantation vorsieht. Jedoch werden erfahrungsgeméaB gerade Patienten mit fixierter PH infolge
von Linksherzinsuffizienz wegen des héheren peri-operativen  Risikos als Kandidaten zur
Herztransplantation abgelehnt (Hosenpud et al., 2000).

Wahrend in den letzten 20 Jahren in der Behandiung der pulmonal-arteriellen Hypertonie rasante
Fortschritte zu verzeichnen waren, die zu einer deutlichen Zunahme der Lebenserwartung und
Lebensqualitit dieses Patientenkollektives durch die Einflhrung zahlreicher pharmakologischer
Behandlungsoptionen gefiihrt haben (Barst et al., 2009), blieb dieser Fortschritt fir Patienten mit PH
infolge von Linksherzerkrankung bisher aus. Daher ist es zwingend erforderlich, neue Be-
handlungsverfahren fiir die zahlreichen Patienten, die von diesem Krankheitsbild betroffen sind, zu
entwickeln und zu erproben. Mit den von uns und anderen Arbeitsgruppen in vorangegangenen Studien
nachgewiesenen beeintrachtigten Signalkaskaden wahrend der PAH, bietet sich erstmals eine
vielversprechende Moglichkeit, dieses Patientenkollektiv.  mit  einer mechanistisch-orientierten
pharmakologischen Therapie erfolgreich zu behandeln. Basis fir jegliche Form der therapeutischen
Intervention muss jedoch stets eine gute und fundierte Charakterisierung der pathophysiologischen
Vorgange, der zellularen Mechanismen sowie ihrer zeitlichen Abléufe im Rahmen des
Krankheitsprozesses sein.

Der operative Eingriff zur Induktion einer Linksherzinsuffizienz durch suprakoronares Aortenbanding ist
naturgemaB mit Schmerzen und Leiden der Versuchstiere verbunden. Diese werden jedoch durch den
Einsatz starker Analgetika und Anasthetika wahrend der Operation sowie potenter Analgetika in der
postoperativen Phase entsprechend dem derzeitigen Wissensstand auf ein Minimum reduziert. Die weitere
Beobachtungszeit von bis zu 9 Wochen kann im Wesentlichen als leidensfrei eingestuft werden. Der
abschlieBende Eingriff, bei dem die Messung der hamodynamischen Parameter und die Entnahme der

tzgeseizas



Organe fir die post mortem Analyse, findet wiederum unter An&sthesie und Analgesie ohne
Wiedererwachen statt und fligt den Tieren keine erkennbaren zusétzlichen Leiden zu.

Unter Abwagung des zu erwartenden Erkenntnisgewinns und seiner erheblichen Relevanz fir die
Behandlung eines klinisch hédufigen und letalen Krankheitsbildes gegeniiber den medikamentds auf ein
mégliches MindestmaB reduzierten Belastungen der Tiere erscheint das vorgelegte Vorhaben ethisch
vertretbar.

13.2

1.4

1.5

Bei ldinger anhaltenden oder sich wiederholenden erheblichen Schmerzen oder Leiden, wis-
senschaftlich begriindete Darlegung, dass das angestrebte Versuchsergebnis vermutlich fir
wesentliche Bediirfnisse von Mensch oder Tier einschlieBlich der Lésung wissenschaftlicher
Probleme von hervorragender Bedeutung ist (§ 25 Abs. 1 TierSchVersV)

Bei erheblichen Schmerzen oder linger anhaltenden Leiden, die nicht gelindert werden kén-
nen, wissenschaftlich begriindete Darlegung, dass die Durchfiihrung des Tierversuchs wegen
der Bedeutung der angestrebten Erkenntnisse unerlésslich ist (§ 25 Abs. 2 TierSchVersV).

- Angaben nicht erforderlich fiir Anzeigen nach § 8a Abs. 3 TierSchG (Versuche an ZehnfuBkrebsen) -

| Erlduterungen:
Trifft nicht zu.

Verfahren am Versuchsende (§ 28 TierSchVersV)
Beabsichtigter Verbleib der Tiere:

[ Tétung wahrend des Versuchs bzw. vor Erwachen aus der Narkose

X Tétung nach einer Beobachtungszeit von 9 Wochen

[l Weiterleben der Tiere ohne Beeintrachtigung des Wohlbefindens.
Verbleib der Tiere Hach dem Ausscheiden aus dem Versuch:

L

Tétungsverfahren (§ 31 Abs. 1 Satz 2 Nr. 1g TierSchVersV):

Die Tiere werden in Narkose durch eine intravends verabreichte Uberdosis Ketamin/ Xylazin
getotet.

Bei Durchfiihrung mehrerer gleichartiger Vorhaben nach § 8a Abs. 1 TierSchG die voraussicht-
liche Zahl der Vorhaben (§ 37 Abs. 1 TierSchVersV) O)
I Trifft nicht zu

Personelle Voraussetzungen

Leitung des Versuchsvorhabens und Stellvertretung (§ 8 Abs. 1 Satz 2 Nr. 2 TierSchG i. V. m. §
31 Abs. 1 Satz 2 Nr. 1 f TierSchVersV) ~)

Leiterin/Leiter des Tierversuchsvorhabens
Name:

Prof. Dr. Wolfgang M. Kibler

Beruf: Arzt, wissenschaftlicher Mitarbeiter

Nachweis der Ausbildung und der Kenntnisse und Fahigkeiten und der tierexperimentellen Erfahrung
(in welchen Bereichen wurde bisher tierexperimentell gearbeitet?): &)

|
O

X ist bereits mit Geschéftszeichen | O 0158/01 und G 0033/03 bei dieser Genehmigungs-

behérde vorgelegt worden (alternativ kénnen auch Kopien von Bescheiden anderer Genehmigungsbehorden als
Nachweis vorgelegt werden)

ist beigeflgt

N

03]
J

o



21.2 Stellvertretende Leitung des Tierversuchsvorhabens (§ 8 Abs. 1 Satz 2 Nr. 2 TierSchGi. V. m. §
31 Abs. 1 Satz 2 Nr. 1 f TierSchVersV)
Name:
Dr. Jana Grune
Beruf: wissenschaftliche Mitarbeiterin
Nachweis der Ausbildung und der Kenntnisse und Fahigkeiten und der tierexperimentellen Erfahrung
(in welchen Bereichen wurde bisher tierexperimentell gearbeitet?): Q
O ist beigefugt
X ist bereits mit Geschéftszeichen |G0069/17 und G0443/12 bei dieser Genehmigungs-
behdrde vorgelegt worden (altemativ kdnnen auch Kopien von Bescheiden anderer Genehmigungsbehdrden als
Nachweis vorgelegt werden)
213 Versuchsplaner (§ 31 Abs. 1 Satz2 Nr. 1 f TierSchVersV)
Name:
Prof. Dr. Wolfgang M. Kibler
Beruf: Arzt, wissenschaftlicher Mitarbeiter
Nachweis der Ausbildung, der Kenntnisse und Fahigkeiten und der tierexperimentellen Erfahrung (in
welchen Bereichen wurde bisher tierexperimentell gearbeitet?). &
[ ist beigefigt
X st bereits mit Geschéftszeichen |O 0158/01 und G 0033/03 bei dieser Genehmigungs-
behdérde vorgelegt worden (alternativ konnen auch Kopien von Bescheiden anderer Genehmigungsbehorden als
Nachweis vorgelegt werden)
22 Personen, die bei Vorhaben nach § 8a Abs. 1Nr. 4 TierSchG die Lehrinhalte vermitteln Q), R)
Name Studienrichtung Art der Versuchsbeteiligung (opera- Tierexperimentelle, Bereits
tive, nichtoperative Eingriffe, Ver- versuchstierkundliche | vorliegende
laufskontrollen, Blutentnahmen Erfahrung (Zeitangabe) Geschéftszeichen
etc.); bitte detaillierte Auflistung der dieser
einzelnen Eingriffe und Behand- Genehmigungsbehorde
lungen
Entfallt
2.3 Personen, die bei Vorhaben nach § 8a Abs. 1Nr. 4 TierSchG ausgebildet werden 9

Name Studienrichtung,

Berufsausbildung tive, nichtoperative Eingriffe, Ver-
laufskontrollen, Blutentnahmen
etc.); bitte detaillierte Auflistung der
einzelnen Eingriffe und Behand-

lungen

Art der Versuchsbeteiligung (opera-

Tierexperimentelle,
versuchstierkundliche
Erfahrung (Zeitangabe)

Bereits

vorliegende
Geschéftszeichen
dieser
Genehmigungsbehdrde

Entfallt




2.4

241

2.4.2

243

Personen, di

tungen an Tieren durchfiihren =)

Sofern flr einzeln

erforderlich ist, verwenden Sie bitte das eigens dafir vorgesehene Formular &)

Personen mit abgeschlossenem Hochschulstudium (Nachweis beilegen)

e im Rahmen der Versuchsdurchfihrung Eingriffe und Behandlungen sowie To-

e Personen eine Ausnahmegenehmigung nach § 16 Abs. 1 Satz 5 TierSchVersV

Name Studienrichtung Art der Versuchsbeteiligung (opera- Tierexperimentelle, Bereits
tive, nichtoperative Eingriffe, Ver- versuchstierkundliche | vorliegende
laufskontrollen, Blutentnahmen Erfahrung (Zeitangabe) Geschéftszeichen
etc.); bitte detaillierte Auflistung der dieser
einzelnen Eingriffe und Behand- Genehmigungsbehdrde
lungen

Wolfgang Medizin Operative Eingriffe, Narkosen, i.p.- 17 Jahre

Kiibler Injektionen,  Echokardiographie, O 0158/01 und G
hédmodynamische Untersuchungen, 0033/03
Blutentnahme

Arata Tabuchi | Medizin Operative Eingriffe, Narkosen, i.p.- 14 Jahre 0 0158/01
Injektionen, hdmodynamische
Untersuchungen

Lasti Erfinanda | Biologie Narkosen, i.p.-Injektionen, hdmo- | 7 Jahre G 0028/07
dynamische Untersuchungen

Jana Grune Pharmakolo- Operative Eingriffe, Narkosen, i.p.- 6 Jahre G 0308/09

gin/Toxikologin Injektionen, Echokardiographie,

hédmodynamische Untersuchungen,
Blutentnahme

Sarah Weiden- | Biologie Narkosen, i.p.-Injektionen, hdmo- | 7 Jahre T 0279/13

feld dynamische Untersuchungen,
Blutentnahme

Laura Michalick | Biologie Narkosen, 1.p.-Injektionen, hdmo- | 4 Jahre G 0028/07
dynamische Untersuchungen,
Blutentnahme

Christoph Bartz | Biotechnologie i.p.-Injektionen, hdmodynamische 1 Jahr 0 0158/01
Untersuchungen, Blutentnahme

Benjamin Molekulare Le- | i.p.-Injektionen, hdmodynamische 1 Jahr T 0275/13

Grimmer benswissenschaf- Untersuchungen, Blutentnahme

ten
Doktorandinnen/Dokicranden bzw. Diplomandinnen/Diplomanden ohne Studienabschiuss

(Immatrikulationsbescheinigung beilegen)

Name Studienrichtung Art der Versuchsbeteiligung (opera- Tierexperimentelle, Bereits
tive, nichtoperative Eingriffe, Ver- versuchstierkundliche | vorliegende
laufskontrollen, Blutentnahmen Erfahrung (Zeitangabe) | Geschaftszeichen
etc.); bitte detaillierte Auflistung der dieser Genehmigungs-
einzelnen Eingriffe und Behand- behérde
lungen

Entfallt

Nichtakademisches, technisches und pflegerisches Personal (Berufsnachweis beilegen)

Name

Berufsausbildung

Art der Versuchsbeteiligung (Be-
handlungen, Verlaufskontrollen,

und Behandlungen

Blutentnahmen etc.); bitte detaillier-
te Auflistung der einzelnen Eingriffe

Tierexperimentelle,
versuchstierkundliche

kenntnisse  in
suchstierhaltung
-pflege (Zeitangabe)

Erfahrung bzw. Fach-
Ver-
und

Bereits

vorliegende
Geschéftszeichen
dieser
Genehmigungsbehdrde

]
D

t0n
7

N
@




2.5

2.6

2.6.1

2.6.2

2.7

2.71

Entfalit

Im Falle einer Betdubung Namen der Personen, welche die Betdubung durchfiihren oder die
Durchfilihrung der Betaubung im Rahmen einer Aus-, Fort und Weiterbildung beaufsichtigen T)

Name Berufsausbildung Tierexperimentelle, versuchstier- | Bereits vorliegende
kundl. Erfahrung (Zeitangabe) Geschaftszeichen
dieser Genehmigungsbehdr-
de
Wolfgang Kibler Professor fiir Physiologie 17 Jahre O 0158/01 und G
0033/03
Arata Tabuchi Wissenschatftlicher Mitarbei- | 14 Jahre O 0158/01
.| ter (Dr.)
Lasti Erfinanda Wissenschaftlicher Mitarbei- | 7 Jahre G 0028/07
ter
Jana Grune Wissenschaftlicher Mitarbei- | 6 Jahre G 0308/09
ter (Dr.)
Sarah Weidenfeld Wissenschaftlicher Mitarbei- | 4 Jahre T 0279/13
ter
Laura Michalick Wissenschatftlicher Mitarbei- | 7 Jahre G 0028/07
ter (Dr.)

Berechtigung der Personen zur Benutzung der Einrichtung, in der die Tierversuche durchge-
flhrt werden (§ 8 Abs. 2 TierSchG)

Sind die genannten Personen bei der Einrichtung beschéftigt?
X Ja 1 Nein

Wenn Nein, sind sie mit Zustimmung der verantwortlichen Leitung der Einrichtung zur Benutzung der
Einrichtung befugt?

Ja

Art und Umfang der Befugnisse (bitte schriftliche Bestétigung der verantwortlichen Leitung der Einrichtung beifligen):

Personen, die fiir die Pflege, Betreuung und medizinische Versorgung der Versuchstiere ver-
antwortlich sind:

Namen, dienstliche Anschrift und Qualifikation der fiir die Pflege und Betreuung der Tiere ver-
antwortlichen Personen:

Name Dienstliche Anschrift Qualifikation

Tierpflegerpersonal des | Forschungseinrichtung fur | Tierpfleger, Oberwiegend mit Fach-
CCO unter der | Experimentelle Medizin (FEM) im |richtung Forschung und Klinik
Vorarbeiterin Frau | CharitéCrossOver-Gebaude (CCO)

hellwig-Trager Charitéplatz 1, 10437 Berlin , Intern:

Virchowweg 6
Tierhaltung in der 2. Etage
ZH 169




2.7.2

273

3.2

3.3

3.4

Namen, dienstliche Anschrift und Qualifikation der fir die medizinische Versorgung verant-
wortlichen Personen:

Name Dienstliche Anschrift Qualifikation
Tierarztlicher Dienst der | FEM Tierarzte und Fachtierarzie fir Ver-
FEM Krahmerstr.6-10 suchstierkunde

12207 Berlin

Name und dienstliche Anschrift der Tierdrztin/des Tierarztes, der/dem nach Abschluss des Ver-
suchs die iiberlebenden Tiere der in § 28 Abs. 1 Satz 2 TierSchVersV genannten Arten vorgestellt
werden:

Name Dienstliche Anschrift

Entfallt

Organisatorische Voraussetzungen
Tierschutzbeauftragte/Tierschutzbeauftragter

Name Dienstliche Anschrift, Telefon, Telefax, E-Mail

Frau Dr. Claudia Abramjuk FEM-Charité Berlin
Charitéplatz 1, 10437 Berlin
Intern: CCO,Virchowweg 6
Tel: +49 30 450 576154
Fax: +49 30 450 576987
claudia.abramjuk @ charite.de

Sind die Voraussetzungen zur Aufgabenerfillung der Tierschutzbeauftragten/des Tierschutz-
beauftragten gegeben (§ 10 TierSchG i. V. m. § 5 TierSchVersV)?

X Ja ] Nein

Hat die Tierschutzbeauftragte/der Tierschutzbeauftragte eine Stellungnahme nach § 5 Abs. 4
Satz 2 Nr. 1 TierSchVersV abgegeben? (Angabe entfalit bei Anzeigen)

X liegt bei [] wird nachgereicht

Sind die zur Durchfiihrung des Versuchsvorhabens erforderlichen Anlagen, Geréte und sons-
tigen sachlichen Mittel vorhanden (§8 Abs. 1 Satz2 Nr. 3 TierSchG)? (Hierzu ist ein Nachweis erforder-
lich fiir den die Stellungnahme der /des Tierschutzbeauftragten in Frage kommt)

X Ja [ Nein



Sind die notwendigen organisatorischen Voraussetzungen gegeben? (Hierzu ist ein Nachweis erforder-
3.5 lich, fiir den die Stellungnahme der /des Tierschutzbeauftragten in Frage kommt)

X Ja [] Nein

3.6 Ist eine den Anforderungen des § 2 TierSchG i. V. m. § 1 und § 15 TierSchVersV entsprechende
Unterbringung und Pflege einschlieBlich der Betreuung der Tiere sowie ihre medizinische Ver-
sorgung sichergestellt an den jeweiligen Orten?

X Ja [ONein [ Siehe Stellungnahme Tierschutzbeauftragte/Tierschutzbeauftragter
Anonymisierung des Antrags U:

Ich verzichte auf eine Anonymisierung des Antrags X Ja [] Nein

(Im Falle einer gewilnschten Anonymisierung missen die fir die Kommission vorgesehenen Unterlagen ano-
nymisiert und gekennzeichnet beigefligt werden)

Behordenspezifische Hinweise:

Ort, Datum ' Unterschrift Antragstellerin/Antragsteller
Unterschrift der verantwortlichen Leiterin/des verantwortlichen Unterschrift der stellvertretenden Leiterin/des stellvertretenden
Leiters des Vorhabens Leiters des Vorhabens

Kenntnisnahme der Tierschutzbeauftragten/des Tierschutzbeaufiragten /)



Hinweise:

Bitte erkundigen Sie sich bei der zustandigen Genehmigungsbehorde wie viele Ausfertigungen des Antrages /
der Anzeige vorgelegt werden mussen.

Der

Antrag / die Anzeige sollte Uber den zusténdigen Tierschutzbeauftragten/die  zusténdige

Tierschutzbeauftragte der Einrichtung eingereicht werden.

Erlauterungen bitte fortlaufend in das Antrags-/Anzeigenformular einfligen — nicht auf Beiblatt!

ol
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Die Bezeichnung des Vorhabens solite moglichst knapp und pragnant formuliert sein, sowie maximal 2
Zeilen umfassen.

Die Unerlasslichkeit eines Versuchsvorhabens ist durch eine kurze, keine Spezialkenntnisse voraussetzen-
de, wissenschaftlich begriindete Darstellung der Problem- oder Fragestellung darzulegen. Hierbei sind die
einschlagigen, den derzeitigen Erkenntnisstand widerspiegelnden Publikationen (Literaturzitate) einzubrin-
gen und auf ihre Relevanz oder auch Widersprichlichkeit im Hinblick auf das Forschungsprojekt zu dis-
kutieren. Aus dieser Diskussion sollten in verstandlicher Form neben der eigenen Standortbestimmung
auch das weitere Procedere zur Problem|dsung und der zu erwartende Erkenntnisgewinn hervorgehen.
Hilfreich ist die Formulierung einer oder mehrerer Hypothesen.

Projektzusammenfassungen sind nicht erforderlich bei Anzeigen.

Die Projektzusammenfassung muss ggf. am Ende des Genehmigungsverfahrens in {iberarbeiteter Fas-
sung erneut vorgelegt werden.

Aus der Darlegung muss ersichtlich sein, inwieweit die zuganglichen Informationsmoglichkeiten (z. B.
Literatur, Datenbanken) bereits hinreichende Erkenninisse Uber das angestrebte Versuchsergebnis ent-
halten oder nicht. Die zu Ziff. 1.1.2 geforderten Literaturzitate sind auf einem Beiblatt unter Angabe des
Titels und der Fundstelle aufzulisten. Hinsichtlich der Datenbankrecherchen sind die SchilUsselworter
anzugeben.

Bei der Literaturrecherche empfiehlt es sich, den ,Leitfaden fiir die Durchfihrung von Informations-
recherchen im Rahmen des Genehmigungsverfahrens far Tierversuche* der ZEBET zu verwenden und
entsprechende Ausflhrungen im Antrag vorzunehmen.

Doppelversuche sind Versuchsvorhaben, die in einem gleichen Zeitraum mit gleichen Methoden, an
derselben Tierart und mit gleicher Zielsetzung durchgeflhrt werden (z. B. Ringversuche zur Validierung
und Standardisierung). Wiederholungsversuche sind Versuchsvorhaben, die zur Uberpriifung bereits
hinreichend bekannter Versuchsergebnisse durchgefihrt werden.

Tierversuche sind im Hinblick auf die artspezifischen Fahigkeiten der verwendeten Tiere unter den Ver-
suchseinwirkungen zu leiden auf das unerlassliche MaB zu beschranken. Versuche an Tieren, deren
artspezifische Fahigkeiten unter den Versuchseinwirkungen zu leiden, starker entwickelt sind, dirfen nur
durchgefthrt werden, soweit Tiere deren derartige Fahigkeit weniger stark entwickelt ist, fir den verfolg-
ten Zweck nicht ausreichen (§ 7 Abs. 2 Nr. 5 TierSch@G).

Sofern genetisch verénderte Tiere verwendet oder genetisch veranderte Tierlinien generiert werden sol-
len, sind deren Eigenschaften und mégliche Belastungen zu beschreiben und zu bewerten (Formblatt
_Abschlussbeurteilung genetisch veranderter Zuchtlinien“ einreichen). Eine Hilfestellung bei der Belas-
tungsbeurteilung gibt die Empfehlung ,Festlegung von Kriterien zur Beurteilung der Belastung genetisch
veranderter Versuchstiere® (Link einfligen) sowie das Arbeitspapier zu genetisch veranderten Tieren auf
EU-Ebene (deutsche Ubersetzung mit Erlauterungen und Empfehlungen — (Link einfigen)

Fir bereits existente und ausreichend charakterisierte Linien kénnen bereits erhobene Daten (z.B. Da-
tenblatter der Zuchter, eigene Untersuchungen) zur Belastungseinstufung herangezogen werden.

Fur die Erstellung einer neuen genetisch verénderten Tierlinie oder bei unzureichend charakterisierten
Linien ist die erwartete Belastung prospektiv einzuschatzen.

Ferner darfen Wirbeltiere und KopffiBer in Tierversuchen nur verwendet werden, wenn sie fur einen
solchen Zweck geziichtet wurden. Eine Ausnahme hiervon kann dann zugelassen werden, wenn wis-
senschaftlich begriindet dargelegt wird, dass die Verwendung von anderen Tieren erforderlich ist.
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Fir Pferde, Rinder, Schweine, Schafe, Ziegen, Hihner, Tauben, Puten, Enten, Génse und Fische (aus-
genommen Zebrafische) ist eine Ausnahmegenehmigung nicht erforderlich.

Unter Beriicksichtigung dieser grundsatzlichen Erwdgungen ist das “Tiermodell" zu wéhlen, das ver-
suchstechnisch gesehen eine mdglichst optimale Beantwortung der Fragestellung erlaubt. Sind mehrere
Tierarten oder Tiermodelle fiir die Beantwortung einer Fragestellung geeignet, missen die Alternativen
diskutiert und die endgliltige Wahl begriindet werden.)

Die Planung sollte unter Einsatz biometrischer Verfahren vorgenommen werden. Auf die Ergebnisse
dieser Planung ist in der Begrindung einzugehen. Zusétzlich sind Angaben Uber die Einteilung in Ver-
suchsgruppen bzw. Kontrollgruppen sowie tber die GruppengréBen vorzunehmen. Die Darstellung der
Versuchs- und Kontrollgruppen ist in Ubersichtlicher Form vorzunehmen, mdoglichst auch mit einer Ta-
belle. Die Gruppen sollten auch im Hinblick auf die Aufzeichnungen nach § 9 Abs. 5 TierSchG konkrete
Bezeichnungen enthalten.

Hinsichtlich der Reservetiere ist klarzustellen, ob die GruppengréfBe aufgrund wahrscheinlicher Ausfélle
von Beginn an erhdht werden muss, um sicher auf eine bestimmte Fallzahl zu kommen oder ob es sich
um echte Reserven handelt, die erst dann in den Versuch gehen, wenn tatséchlich Tiere ausgefallen
sind. Die Unerlasslichkeit der Reservetiere ist wissenschaftlich begriindet darzulegen.

Die einzelnen Teilversuche sind in Ubersichtlicher Form darzustellen, entweder mittels Tabellen mit be-
gleitenden Erlauterungen oder Uber das Formblatt ,Angaben zur biometrischen Planung®.

Als zu Versuchszwecken gezlchtet (§ 19 Abs. 1 Satz 1 TierSchVersV) sind nur Wirbeltiere und Kopffi-
Ber anzusehen, die aus Versuchstierzuchten stammen, die flr ihre Tatigkeit eine Erlaubnis nach § 11
Abs. 1 Nr. 1 TierSchG erhalten haben, oder nachweislich aus Versuchstierzuchten auBerhalb des Gel-
tungsbereiches des deutschen Tierschutzgesetzes stammen.

Bei der Verwendung von Versuchstieren aus Versuchstierzuchten auBerhalb des Geltungsbereiches
des Tierschutzgesetzes ist die Bestatigung der Anerkennung durch das Herkunftsland dem Genehmi-
gungsantrag in Ablichtung beizufiigen, sofern diese Zucht nach Kenntnis des Antragstellers der Ge-
nehmigungsbehdérde nicht bekannt ist.

Bei der Verwendung von aus der Natur entnommenen Tieren und streunenden oder verwilderten Hau-
stieren ist der Fangort anzugeben.

Fir Pferde, Rinder, Schwéine, Schafe, Ziegen, Hihner, Tauben, Puten, Enten, Génse und Fische (aus-
genommen Zebrafische) ist eine Ausnahmegenehmigung nicht erforderlich.

Die emeute Verwendung eines Tieren in einem weiteren Versuchsvorhaben, fir das auch ein zuvor
noch nicht verwendetes Tier eingesetzt werden kénnte, darf nur erfolgen, wenn

1.) das Tier zuvor nicht in einem Tierversuch verwendet worden ist, der als ,schwer” einzustufen ist,

2.) sein allgemeiner Gesundheitszustand und sein Wohlbefinden vollsténdig wiederhergestellt sind,

3.) das Tier im Rahmen des weiteren Versuchsvorhabens nicht in einem Tierversuch verwendet wird,
der als ,schwer” einzustufen ist und

4.) die erneute Verwendung im Einklang mit einer tierérztlichen Empfehiung steht, die Art und Umfang
der Schmerzen, Leiden und Schaden berlicksichtigt, die das jeweilige Tier wahrend seines gesamten
bisherigen Lebenslaufes erfahren hat.

Ausnahmen davon kénnen erteilt werden, wenn die Tiere nicht mehr als einmal in einem Tierversuch
der Kategorie ,schwer” verwendet, sie tierarztlich untersucht wurden und im Rahmen des weiteren Ver-
suchsvorhabens nicht in einem Tierversuch verwendet wird der als ,,schwer” oder ,mittel” einzustufen ist.
Das Ergebnis der tierérztlichen Untersuchung ist dem Antrag auf Ausnahmegenehmigung beizufagen.

Die Genehmigung kann fir maximal 5 Jahre erteilt werden.
Anzeigen sind auf eine Dauer von maximal & Jahre begrenzt.

Es sind die Raumlichkeiten, evil. vorhandene Hygieneschleusen, Barrieresysteme, Haltungssysteme,
Klima, Art des Futters und Besatzdichte der Kéfige, bezogen auf die jeweilige Tierart, zu beschreiben.
Inwieweit ist sichergestellt, dass nur Tiere verwendet werden, fir die eine latente Erkrankung, die den
Ablauf des Experiments zu beeintrachtigen vermag, ausgeschlossen werden kann? Wie werden die
Tiere auf den Versuch vorbereitet (Adaption an Haltungs- und Versuchsbedingungen, Handling,
Habituation und Training)?

Erfolgt eine Hygienelberwachung gemafs den FELASA-Richtlinien?



In welchen Intervallen werden welche Untersuchungen durchgefliihrt? Welche Untersuchungsmethode,
welche Sentinelmethode wird gewahlit? Wie groB ist die Anzahl der Tiere pro Einheit, die gestestet wird?
Welcher Sentinelstamm wird eingesetzt?

Eine Abweichung von den vorgeschriebenen Haltungsbedingungen ist versuchsspezifisch wissenschaft-
lich zu begriinden.

Die Durchfiihrung der einzelnen Eingriffe und Behandlungen sowie der Ablauf des Versuches sind ge-
nau zu beschreiben, wenn méglich anhand einer graphischen Darstellung, eines FlieBschemas, eines
Zeitbalkens oder einer Tabelle.

Die Beurteilung der Belastung muss - sofern sich diese unterscheidet - fiir die einzelnen Versuchsgrup-
pen getrennt vorgenommen werden. Dabei sind nachfolgende Kriterien besonders zu berlicksichtigen:
Voraussichtliche Belastungen der Versuchstiere durch Manipulation, die mit Schmerzen und Leiden
verbunden sind, ‘

1. wahrend der Versuchsvorbereitung (z. B. nichtern halten)

2. ab dem Beginn von der Norm abweichender Haltungsbedingungen oder

3. ab dem Eingriff oder der Behandlung bis

4. zum Versuchsende oder bis

5. zum Erreichen eines Zustandes ohne Schmerzen, Leiden oder Schaden im Verlauf des Beobach-
tungszeitraums }

6. nach dem Tierversuch bei Uberleben.

Hierbei sind Grad, Dauer und Wesen der Belastung anzugeben und zu begrinden.

Die Belastungsbewertung muss nachvollziehbar dokumentiert sein. Auch eine ggf. vorhandene Vor-
belastung von z. B. genetisch veranderten Tieren ist zu wirdigen.

Die Intensitat der Belastung ist grundsétzlich entsprechend der voraussichtlichen Allgemeinzusténde
der Versuchstiere anhand eines Score Sheets (Uberwachungsbégen)nach klinischen Befunden so-
wie nach den zu erwartenden Kdrpergewichts- und Verhaltensanderungen sowie Gesichtsausdricken
zu beurteilen. Es ist darauf zu achten, dass die Belastungseinschitzung des Versuches und die Maxi-
malbelastung, die im Score Sheet zugelassen wird, Ubereinstimmen.

Versuchsabbruchkriterien sind konkret festzulegen. Die Belastungen sind bei unterschiedlicher
Intensitat in ihrem zeitlichen Verlauf nach Kriterien keine Wiederherstellung der Lebensfunktion®, "ge-
ring”, “mittel" oder "schwer" zuzuordnen und in die beiliegende Belastungstabelle mit Quellenhinweis
auf den verwendeten Belastungskatalog einzutragen.

(Die Belastungstabelle wird neu erstellt in Anlehnung an das EU-severity assessment
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Consensus%20doc%200n%203everity%20
assessment.pdf)

,,Score Sheets” mussen versuchsspezifisch sein und die folgenden Punkie beinhalten:

1. Zu erwartende Belastungsanzeichen und deren Gewichtung und zu ergreifende MafBBnahmen

2. Abbruchkriterien bzw. humane Endpunkte B

3. Kritische Zeitpunkte far das Tier und den Versuch & dementsprechende Uberwachungshaufigkeit
4. Spezielle Haltungs- und PflegemaBnahmen

5. Mbglichkeit der Protokollierung des Gewichts, spezifischer Ma3nahmen etc.

Klare Handlungsanweisung fir die mit der Pflege der Tiere betrauten Personen, welche ihnen erlaubt,
ein Tier umgehend zu téten, wenn ein Abbruchkriterium erfullt wird.

Die Aufzeichnungen sind nach Versuchsende 5 Jahre aufzubewahren! Werden die Aufzeichnungen
elektronisch erstellt, sind sie unverziglich nach Abschluss jedes Teilversuchs des Versuchsvorhabens
auszudrucken und von dem Leiter des Versuchsvorhabens oder seinem Stellvertreter zu unterzeichnen.
Die Aufzeichnungen nach § 9 Abs. 5 Satz 1 TierSchG i. V. m. § 29 TierSchVersV haben folgende An-
gaben zu enthalten (siehe auch Merkblatt L Aufzeichnungen” des LAGESO Berlin):

- verfolgter Zweck

- Tierart/Tierarten

- Anzahl der Tiere

- Art und Durchfiihrung der Tierversuche

- Namen der Personen, die die Tierversuche durchgeflhrt haben

Bei der Verwendung von Wirbeltieren zusétzlich: Herkunft, Anschrift und Name des Vorbesitzers.
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Bei Hunden, Katzen und Primaten zuséatzlich: Geschlecht, eine an dem Tier vorgenommene Kenn-
zeichnung nach § 9 TierSchVersV und bei Hunden und Katzen die Rasse anzugeben.

In engem Bezug zu dem beantragten Versuchsvorhaben ist hier aus der Sicht der Wissenschaft darzu-
legen, in welchem Verhltnis Umfang und Schwere der moglichen Beeintrachtigungen bei den einge-
setzten Tieren zu dem zu erwartenden wissenschaftlichen Fortschritt bzw. der Erkenntnismehrung ste-
hen.

Es muss dargelegt werden, dass das (menschliche) Interesse an dem angestrebten Erkenntnisgewinn
und dem daraus resultierenden medizinischen oder sonstigen Nutzen deutlich schwerer wiegt als das
(tierische) Interesse an der Vermeidung der mit dem Versuch verbundenen Schmerzen, Leiden oder
Schéden.

Als gleichartig sind Versuchsvorhaben mit derselben Frage und Methode anzusehen, bei denen an der-
selben Art und der etwa gleichen Anzahl der Versuchstiere Routineuntersuchungen mit dem gleichen
Material durchgefiihrt werden. Die Zahl der im vorhergegangenen Kalenderjahr durchgefiihrten Ver-
suchsvorhaben sowie Art und Zahl der insgesamt verwendeten Tiere sind der zusténdigen Behorde bis
zum 15. Februar eines Jahres anzugeben.

Aufgrund der Verantwortung, die Leitung und Stellvertretung insbesondere hinsichtlich der Begrenzungen
von zu erwartenden Schmerzen, Leiden oder Schaden bei den Versuchstieren zu tragen haben, sind
gehobene Anspriiche an deren fachliche Qualifikation zu stellen. Arztinnen/Arzte, Zahnarztin-
nen/Zahnarzte Tierarztinnen/Tierarzte sowie Naturwissenschaftlerinnen/Naturwissenschaftler erfullen
die Voraussetzungen, sofern sie sich in mindestens dreijahriger tierexperimenteller Tatigkeit unter kun-
diger Anleitung spezielle Fachkenntnisse angeeignet haben. Der Nachweis der fachlichen Eignung ist
durch Vorlage der entsprechenden Dokumente zu erbringen:

- abgeschlossenes Hochschulstudium der Medizin, Zahnmedizin oder Veterindrmedizin:
- durch ein deutsches Zeugnis (ber die tierérztliche, arztliche oder zahnérztliche Prifung oder
- durch ein im Geltungsbereich des Tierschutzgesetzes als gleichwertig anerkanntes Priifungszeugnis
oder Diplom:

- abgeschlossenes naturwissenschatftliches Hochschulstudium:
- durch ein Diplom oder Zeugnis einer wissenschaftlichen Hochschule im Geltungsbereich des Tier-
schutzgesetzes oder
- durch ein innerhalb des Geltungsbereiches des Tierschutzgesetzes als gleichwertig anerkanntes Dip-
lom oder Zeugnis;

- der Nachweis dreijahriger tierexperimenteller Tatigkeit kann durch eine Bestatigung der anleitenden
Person, oder durch Teilnahmebescheinigungen an entsprechenden Fortbildungskursen erbracht wer-
den.

Sofern der Ausbildungsnachweis in einem friheren Antrag gegeniber dieser Behorde erbracht wurde,
geniigt ein Hinweis auf diesen Antrag unter Angabe des Geschéftszeichens; die Nachweise der Ausbil-
dung (Abschlusszeugnis, Diplom) sind in deutscher Sprache vorzulegen. Bei fremdsprachigen Zeug-
nissen ist die Genehmigungsbehdrde berechtigt, eine deutsche Ubersetzung durch einen &ffentlich be-
steliten und beeidigten Ubersetzer — es geniigt die Ablichtung des Originals — einzufordern.

Die fiir die Durchfilhrung von Tierversuchen erforderlichen Fachkenntnisse gemaB Anlage 1 Abschnitt
3 TierSchVersV werden i.d.R. durch geeignete Ausbildung und berufliche Erfahrung erworben. Die An-
forderungen, die an diese Fachkenntnisse zu stellen sind, sind unterschiedlich und haben sich auf
der Grundlage der Anlage 1 Abschnitt 3 TierSchVersV an der jeweils auszufihrenden Tatigkeit zu ori-
entieren.

a  Bei Tierversuchen i. S. des § 7 Abs. 2 Satz 2 Nr. 1 TierSchG, die zur Herstellung, Gewinnung, Auf-
bewahrung oder Vermehrung von Stoffen, Produkten oder Organismen vorgenommen werden, sind
keine speziellen beruflichen Voraussetzungen erforderlich. Erfahrungen im Umgang mit Versuchs-
tieren der betreffenden Art sowie die sichere Beherrschung der erforderlichen Techniken werden
als ausreichend angesehen.

b. Fachkenntnisse fir Behandlungen und nichtoperative Eingriffe an Wirbeltieren und KopffliBern kénnen
bei Personen mit abgeschlossenem Hochschulstudium der Veterindrmedizin, der Medizin oder der
Zahnmedizin vorausgesetzt werden, sofern sie sich zusatzlich auf Grund einer ausreichenden Anleitung

gesetzes
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in tierexperimentellen Techniken oder versuchstierkundlichen Kursen die speziellen fiir dieses Vorha-
ben nétigen Kenntnisse erworben haben. Dies gilt ebenso fur Personen, die ein naturwissenschaftliches
Studium abgeschlossen haben und nachweislich die erforderlichen Kenntnisse und Fahigkeiten besit-
zen, sowie fur Personen, die nachweislich aufgrund einer abgeschlossenen Berufsausbildung die erfor-
derlichen Kenntnisse und Fahigkeiten haben. Die Anleitung in tierexperimentellen Techniken sollte i. d.
R. in speziellen versuchstierkundlichen Kursen und/oder Ausbildungsvorhaben nach § 8a Abs. 1 Nr. 4
TierSchG erfolgen.

c. Fir operative Eingriffe an Wirbeltieren und KopffiBern kénnen die erforderlichen Fachkenntnisse
grundsétzlich vorausgesetzt werden bei Veterindrmedizinerinnen/Veterinarmedizinern und Medizinerin-
nen/Medizinern, sofern sie sich zuséatzlich auf Grund einer ausreichenden Anleitung in tierexperimentel-
len Techniken oder versuchstierkundlichen Kursen die speziellen fir dieses Vorhaben nétigen Kennt-
nisse erworben haben. Dies gilt ebenso flr Absolventen eines naturwissenschaftlichen Hochschulstudi-
ums, die nachweislich die erforderlichen Kenntnisse und Fahigkeiten haben.

Fir Personen, die die vorgenannten Bedingungen hinsichtlich der Ausbildung nicht erfillen (z. B.
technische Assistentinnen/Assistenten, Doktorandinnen/Doktoranden, Diplomandinnen/Diplomanden
usw.), ist in jedem Falle eine Ausnahmegenehmigung nach § 16 Abs. 1 Satz 5 TierSchVersV zu bean-
tragen. Die Ausnahmegenehmigung kann nur erteilt werden, wenn die entsprechenden Fachkenntnisse
nachgewiesen werden. Wurde bereits in friiheren Genehmigungsbescheiden eine Sondergenehmigung
erteilt, ist dies unter Angabe des Aktenzeichens zu vermerken.

Als operative Eingriffe gelten alle instrumentellen Einwirkungen, bei denen die Haut oder darunterlie-
gendes Gewebe eines lebenden Tieres mehr als punktférmig durchtrennt wird.

Ggf. sind fur die Angaben zu den cinzelnen Personen die Personenbbgen gem. Anlage 9 zu verwen-
den. Eiir die Nachmeldung von Personen in bereits genehmigten Tierversuchsantragen sind die Per-
sonenbdgen in jedem Fall zu verwenden.

Je nach Ausbildungsstand ist von den Auszubildenden eine Ablichtung der Immatrikulationsbescheini-
gung, des Ausbildungsvertrags, des Zwischenzeugnisses, des Berufsabschlusszeugnisses, des Studi-
enabschlusszeugnisses oder der Approbationsurkunde o. A. beizufiigen.

Die Betéubung von Wirbeltieren darf gem. § 17 Abs. 2 Satz 3 TierSchVersV nur durch Personen mit
abgeschlossenes Hochschulstudium der Veterinarmedizin, Medizin oder der Zahnmedizin erfolgen. Dies gilt
auch fiir Personen mit abgeschlossenem naturwissenschaftlichem Hochschulstudium, die nachweislich
die erforderlichen Kenntnisse und Féhigkeiten haben oder fiir Personen, die aufgrund einer abgeschlos-
senen Berufsausbildung nachweislich die erforderlichen Kenntnisse und Fahigkeiten besitzen. Soweit
die Durchfiihrung der Betdubung Ausbildungs-, Forthildungs- oder Weiterbildungszwecken dient, kann
diese auch unter Aufsicht einer solchen Person vorgenommen werden.

Sofern der Antragsteller nicht ausdricklich auf die Anonymisierung verzichtet, sind in den zu genehmi-
genden Antragsexemplaren fiir die Kommission die Hinweise auf den Antragsteller unkenntlich zu ma-
chen.

Die Unterschrift des Tierschutzbeauftragten zur Kenntnisnahme dient der Herstellung der Kongruenz
des Antrags bzw. der Anzeige mit der Stellungnahme des Tierschutzbeauftragten.
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Knderungsanzeige G 0030/18

Sehr geehrte Frau Ullrich,

anhangig finden sie eine Anderungsanzeige fur das Tierversuchsvorhaben G 0030/18
mit der Bitte um Freigabe und Genehmigung. Vielen herzlichen Dank!

Mit freundlichen Grifken
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Jana :’Grun@




Landesamt fiir Gesundheit und Soziales 1

An das

Landesamt fir Gesundheit und Soziales Berlin
1C1

Postfach 31 09 29

10639 Berlin

Tierschutzbeaufiragte/r:

Anderung eines Tierversuchsvorhabens

Xl Anderung zum genehmigten Tierversuchsvorhaben Reg-Nr: 0030/ 18
nach § 34 TierSchVersV

(] Anderung zur Anzeige Reg-Nr: / nach § 37 TierSchVersV

Dieses Formular ist ausschliellich filr die Beantragung/Anzeige inhalilicher Anderungen vorgesehen.
Verlangerungen und personelle Anderungen sind anhand der entsprechenden Formblétter zu beantra-
gen/anzuzeigen.

1. Die Anderung wird seitens des/r Antragsstellers/in eingestuft als
anzeigepflichtig gemaf § 34 Abs. 1 TierSchVersV

[] genehmigungspflichtig gemaR § 34 Abs. 3 TierSchVersV
ggf. neue NTP-ID:

(die endgtiitige Entscheidung hieriiber obliegt der Behdrde).

2. Bezeichnung des Versuchsvorhabens
Titel des Anfrags bzw. der Anzeige

[ Vaskuldres Remodeling bel pulmonaler Hypertonie Typ 2

3. Zweck, Unerlisslichkeit und Diskussion der ethischen Vertretbarkeit der Anderung
Bitte schildern Sie hier kurz !hre bereits erzielten Ergebnisse. Welche Erkenntnisse fiihren zu dieser
Anderung? Erldutern Sie den erhofften Mehrwert und formulieren Sie eine Forschungshypothese zur
Anderung.

Das suprakoronare Aortenbanding wurde von uns im Rahmen des Tierversuchsvorhabens
G0030/18 zunachst an 5 Tieren nach Protokoll durchgefiihri. Die Operation fUhrte zu einer
erhohten inter- und postoperativen Mortalitdtisrate bei allen 5 Tieren innerhalb von wenigen
Stunden. Die erhéhte Mortalitat ist unseres Erachtens nach auf eine unzureichende Lungen-
ventilation zurlickzufiihren (Symptome: Luftnot, Schnappatmung), die durch eine Atemmas-
ke kontrolliert werden sollte. Aufgrund dieser Vorkommnisse wurden weitere Operaticnsvor-
haben von uns eingestellt und eine umfangreiche Literaturrecherche zum Thema Ventilati-
onsstérungen bei mikrochirurgischen Aortenbanding-Operationen durchgefihrt.

Mehrere etablierte Protokeclle empfehien zur Stabilisierung der Beatmung vor dem Erdffnen
des Thorax eine Tracheotomie (Luftréhrenschnitt) zur Intubation des Tieres (1,2,3). Die
Tracheotomie veor dem suprakoronaren Aortenbanding erméglicht einen sicheren Zugang zu |
den Atemwegen und eine kontrollierte und hinreichende Ventilation wéhrend des Experi-
ments. Die kontroliierte Lungenventilation verbessert die postoperative Erholung des Einzel-

o _-"’::"l
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tieres und erhéht die Uberlebenswahrscheinlichkeit und -rate der Tiere, sodass wir abwei-
chend vom beantragten Protokoll gern die Tracheotomie im genannten Versuchsvorhaben
zusatzlich zur Gewahrleistung einer ausreichenden Ventilation anwenden wirden.

4,

Ausschoépfung zugdnglicher Informationsmoglichkeiten

Ist das durch die Anderungen angestrebte Versuchsergebnis noch nicht hinreichend bekannt? Welche
Informationsmoglichkeiten haben Sie genutzi? Sie kénnen sich dabei an dem .Merkblait Datenbank-
protokoll” orientieren.

Fur die Literaturrecherche wurden vor allem die Datenbanken Pubmed und Medline ver-
wendet und die untenstehenden Publikationen als relevant identifiziert. Zusatzlich haben wir
mit Kooperationspartern aus Kanada Kontakt aufgenommen, die ein Banding-Protokoll mit
Tracheotomie und Intubation als gut etablierteres Standardverfahren einsetzen und damit
geringe Mortalitdtsraten erzielen (<10%).

Auch die eigentliche Operation wahrend der das Aortenbanding durchgefuhrt wird, wird in
den untenstehenden Referenzen nach einem leicht modifizierten Protokoll des suprakorona-
ren Aortenbandings, bei dem Lange der Izision und Rippenspreizung vom von uns ursprung-
lich beantragten Protokoll abweichen, durchgefuhrt. Eine in diesen Publikationen empfohle-
ne Inzision von ca. 2 cm ermaoglicht dem Operateur gréfleren Handiungsspielraum und mehr

' Bewegungsfreiheit wahrend der Operation, so dass das Banding schnelier durchgefuhrt

werden kann (2, 3). Dies verklrzt vor allem die Zeit unter Narkose fur das Tier und leitet fri-
her die Regerationsphase post-operativ ein. Deshalb méchten wir gern dieses modifizierte
Verfahren zur Durchfihrung des suprakoronaren Aortenbandings im vorliegenden Ver-
suchsvorhaben anwenden (Details zur Durchfihrung unter Punkt 5).

Referenzen:
1. Ghali MGZ (2018) Microsurgical technigue for tracheostomy in the rat. MethodsX 5: 61-
67

2. Gs AK, Raj B, Santhosh KS, Sanjay G, Kartha CC (2014) Ascending aortic constriction in

| rats for creation of pressure overload cardiac hypertrophy model. J Vis Exp: e50983

3. Santhosh Kumar Sankaran, Ajith Kumar, G.S, Binil Raj, S.S and Rajagopal (2014) Two
different rat models for cardiac hypertrophy by constriction of ascending and abdominal
aorta. Journal of Laboratory Animal Science 54-57

5.

Inhaltliche Beschreibung der beabsichtigten Anderung
Bitte beschreiben Sie genau, wie die geplante Anderung durchgefuhrt werden soll.

| Beschreibung des Tracheoiomie-Verfahrens:

Vor dem eigentlichen suprakoronaren Aortenbanding wird eine ventrale zervikale
Mittellinien-Inzision {(ca. 7 mm) vom Manubrium sterni bis zur Héhe des Hynoidknochens
durchgefuhrt. Durch die Dissektion des zervikalen Weichgewebes werden die Muskeln
freigelegt, die in der Mittellinie gespalten und seitlich zurlickgezogen werden, um die
Trachea freizulegen. Es wird eine Mittellinieninzision der Trachea zwischen 2 knorpeligen
Trachealringen vorgenommen. Eine Trachealkantle wird in die Luftréhre eingefuhrt,
gesichert und an ein mechanisches Ventilationssystem angeschlossen. Das Liftungssystem

. ermdglicht die Kontrolle des Luftvolumens und des Drucks.
| Nach der Tracheotomie wird das eigentliche suprakoronare Aortenbanding durchgeflhrt.

Der linksthorakale Hautschnitt wird ausgehend vom 2. Interkostalraum links auf einer Lange
von ca. 20 mm erdffnet. Die Rippen werden zurlickgezogen, um den aufsteigenden Ast des
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| Aortenbogens zu lokalisieren. Die leichtere Visualisierung der Aorta ascendens erméglicht
| den zigigen Einsatz eines Titan-Clips mit einem definierten Innendurchmesser von 0,8 mm
(wie urspriinglich benatragt). Der Clip wird, wie im urspriunglichen Protokoll beantragt, um
die Aorta ascendens direkt hinter dem Aortenbulbus gelegt und fixiert. Schiielllich wird die
Brustwand in 2 Schichten durch eine Einzelknopfnaht verschlossen. Die Rippen und

- Muskelschichten sowie die Hautschnitte werden mit einer fortlaufenden Naht verbunden.
Nach der OP wird die Trachealkantle entfernt und die Wiederherstellung der
Spontanatmung Uberwacht. Sobald die Spontanatmung wieder hergestelit ist, wird die

| Tracheal6ffnung ebenfalls durch eine Naht verschiossen (Einzelstiche an proximalen
Knorpelringen und Muskelschichten und fortlaufende Stiche zum SchlieRen der
Hautinzisionen).

Aufgrund der zunehmenden Invasivitat des modifizierten Protokolls wird auch die
postoperative Versorgung verbessert, um die Belastung der Tiere zu verringern und die
Genesung zu férdern. (1) Der Operationsbereich wird mit Povidon-lod-Lésung desinfiziert,
um Infektionen in den oberen Atemwegen zu vermeiden. (2) Als postoperative Analgesie
wird Carprofen (5 mg/kg/Tag) intraperitoneal wahrend 1 Woche injiziert (urspringlich nur 5
Tage lang benatragt). (3) Amoxycillin (Dosis: 500 mg/L) wird 1 Woche lang Uber das
Trinkwasser gegeben um eine ausreichende Antibiose der Tiere zu gewahleisten.

6. Angaben zu den fiir die Verwendung vorgesehenen Versuchstieren
{(Tierzahl, Art, Stamm, Geschlecht, Alter, Herkunft, - wenn abweichend vom Originalantrag)

Tierart* Ratte

1) Anzahl bisher genehmigter Tiere 1800

2) Anzahl zusatzlich beantragter Tiere -

3} ggf. Tierzahl entfallender Versuchsgruppen™* -
4) Differenz aus 2} & 3) -

5) resultierende neue Gesamttierzahl -

* bei mehrere Spezies betreffenden Anderungen bitte zusétzliche Spalten einfligen
** bei entfallenden Versuchsgruppen unter Ziffer 5 Gruppen-/Teilversuchs-Nr. eindeutiq angeben

Erlauterung mit Begrundung:

‘ Wir beantragen keine zusatzlichen Tiere im genannten Versuchsvorhaben.

7. Angabe, welche Belastungen fiir die Tiere durch die Anderung entstehen
Xunverandert [Jerhdht [ lverringert

Begrindung:

Die Belastung der Tire ist aus unserer Sicht als "Unverandert” einzustufen. Die zusatzliche
| OP-Narbe im Halsbereich birgt zwar ein geringes zusatzliches Risiko fur Infektionen, aller-
| dings gewahrieistet die kontrollierte und steuerbare Lungenventilation wahrend der
Operation eine ausreichende Sauerstoffversorgung der Tiere und tragt damit erheblich zur
postoperativen Erholung der Tiere bei. In Kombination mit einer optimierten postoperativen
Versorgung fuhrt dies zu einer gleichbleibenden Belastung und reduziert die Mortalitdtsrate
im genannten Versuchsvorhaben.

8. Ort der Versuchstierhaltung und Ort der Versuchsdurchfiihrung
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Anderungen: [ Ja IXNein
Welche:

Information Uliber die Datenverarbeitung
Hiermit informieren wir Sie, welche personenbezogenen Daten wir von lThnen erheben, woflr diese

benétigt werden und wie sie bei uns verarbeitet werden. Au3erdem informieren wir Sie Uber ihre
Rechte nach geltendem Datenschutzrecht.

Die Datenverarbeitung erfolgt zum Zweck der Antragsbearbeitung, der Kontrolle/Uberwachung/ Er-
fassung, zu Archiv- und Statistikzwecken und zur Effektivierung des Verwaltungshandelns. Hierzu
werden |hr Name, Geschlecht, Geburtsdatum, berufliche Anschrift, Beruf, Qualifikation und versuchs-
tierkundliche Sachkunde sowie das Aktenzeichen zu Ihrem Vorgang gespeichert. Um ggf. Geblhren
erheben zu kénnen erfolgt eine Ubermittiung lhres Namens und threr Anschrift an das Haushaltsrefe-
rat innerhalb des LAGeSo.

Genehmigungspflichtige Tierversuchsantrage werden bei der Tierversuchskommission vorgelegt,
soweit von lhnen gewiinscht in anonymisierter Form. Diese Einwilligung zur Weitergabe lhrer Daten
kann von thnen jederzeit widerrufen werden.

Rechtliche Grundlage ist § 16 Abs. 6 Tierschutzgesetz bzw. § 3 Bundesdatenschutzgesetz vom
30.6.2017.

Ihre perscnenbezogenen Daten werden bei uns sowohl in Papierform als auch elekironisch gespei-
chert. Der Zeitpunkt der Léschung der elekironischen Akten bzw. Vernichtung der Akten orientiert
sich an verwaltungsrechtlichen Dokumentationspflichten und variiert zwischen ein und zehn Jahren.

Als von der Datenverarbeitung betroffene Person haben Sie folgende Rechte:
1. Sie kénnen bei uns Auskunft dariiber verlangen, welche personenbezogenen Daten wir Uber Sie zu

welchen Zwecken verarbeiten und wem diese bereits offengelegt oder an wen diese weitergeben wur-

den. Auch an wen wir Sie nbch weiter geben wollen ist Bestandteil der Auskunft.

2. Sie kénnen bei uns die Berichtigung fehlerhafter Angaben zu lhrer Person verlangen.

3. Sie kénnen die Léschung Ihrer Daten verlangen, z.B. wenn Sie Ihre Einwilligung widerrufen/die Daten
bei uns fir den oben angegebenen Zweck nicht mehr benétigt werden und es auch keine gesetzliche
Grundlage mehr fur die langere Speicherung bei uns gibt.

4. Unter bestimmten Umstdnden kénnen Sie die Einschrénkung der Verarbeitung Ihrer Daten bei uns
verlangen; die Daten werden dann nicht geléscht, aber nicht weiter genutzt.

5. Aus Grinden, die sich auf Ihrer besonderen persénlichen Situation ergeben, kénnen Sie gegen die
Verarbeitung inrer personenbezogenen Daten Widerspruch einlegen.

6. Sie haben das Recht, nicht einer auf ausschlieRlich automatisierter Datenverarbeitung beruhender
Entscheidung (Profiling) unterworfen zu werden.

7. Wenn Sie nicht zufrieden mit der Datenverarbeitung bei uns sind, kénnen Sie auch bei der zustandi-

gen Aufsichtsbehorde (Berliner Beauftragte fur Datenschutz und Informationsfreiheit, Friedrichstr. 219,

10969 Berlin, mailbox@datenschutz-berlin.de) Beschwerde einreichen.

Fir die Datenverarbeitung verantwortliche Stelle:
Landesamt fur Gesundheit und Soziales LAGeSo
Ansprechpartner:

1C1

Tel.: 890229 - 2401

Maii: johanna.hoessler@lageso.berlin.de
Datenschutzbeauftragter: “

ZSL DSB

Tel.:90228-1209

Mail: Datenschutz@iageso.berlin.de

Internetadresse: www.lageso.berlin.de LA GeSo i(
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Impressum:

Landesamt fiir Gesundheit und Soziales, Turmstr 21, 10559 Berlin
Rickfragen: Frau Johanna HéRler Tel. 90229-2401

E-mail’ johanna.hoessler@lageso.berlin.de

Fir den Inhalt verantwortlich: | C 1
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