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BESLUT Dnr 10408-2020
Delg.

]'0 rd tiEUkS 2020-10-08
verket

De regionala djurférsoksetiska
namnderna

Stockholms djurforsoksetiska ndmnd _

Din ans6kan om etiskt godkdnnande av djurférsok, se bil. A
Ndmndens beslut

Stockholms djurforsdksetiska ndmnd bifaller din ansékan och godkénner ditt forstk ur
etisk synpunkt och du kan dirmed utftra ditt forsék enligt nedanstaende villkor.

Namnden beslutar att forstket ska utvirderas 1 efterhand i det avseende som anges i
bil. A:2.

Nimnden beddmer f5rsdkets svarhetsgrad som avsevird.
Namnden bestdmmer avgiften for provningen till 15 000 kr.

Detia godkénnande géller till och med den 8 oktober 2025.

Villkor fér beslutet
Beslutet géller under férutséttning att:

1. Forsdksledare for forsoket 4r _
2. Forestandare 4r [ NG

3. Forsoket genomfors pa i bil. A angivna forsoksdjursanliiggningar med dér
angivna dnr for anliggningarna.

4. Forssket genomfors 1 enlighet med bil. A och med 1 bil. A:1 redovisade
kompletteringar.

5. Ett forsbk med centrala mekanismer (4.2.1, &tgdrd 6,7,8 och 9) fir inte
kombineras 1 samma djur med ytterligare en atgérd med centrala
mekanismer, s4 som specificeras 1 4.2.1, atgird 10, Atgird 101
forsoksgrupp 2 far dirmed inte utftras.

Beskrivning av drendet

Du som forséksledare har ansékt om etiskt godk#nnande av djurfdrsok enligt 21 §
djurskyddslagen (1988:534) for forséket ”Centrala mekanismer i sensoriska nétverk
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som styr kinsel och smérta”. Du har limnat in en anstkan dér du beskriver hur
forsoket ska genomforas och vilket lidande som kan férvantas eller som djuren
maximalt far utséttas for. Du har ocksé angett vilken nytta du forvéntar dig att detta
forsok kommer att ha for ménniskan, djur eller miljén. Du har kompletterat anstkan
med information som redovisas i bil. A:1.

Motivering
Gallande regler
Av 21 § djurskyddslagen framgar bland annat féljande.

o For att 8 anviinda sig av djur i ett djurforsék krdvs ett godkdnnande fran
etisk synpunkt av en regional djurférsoksetisk nimnd innan anvéndningen
tar pabdrjas.

¢ Vid provningen av ett sadant &rende ska forsdkets betydelse vigas mot
lidandet for djuret. Forstket ska utifrin graden av lidande hos djuret
klassificeras i nagon av kategorierna terminal, ringa svarhet, méattlig svérhet
eller avsevird svarhet.

e Vid prévningen av drendet ska det dven beslutas om forsoket ska utvéirderas
i efterhand.

o En djurforstksetisk nimnd far dterkalla ett godkédnnande om djurforsdket
inte utfors enligt godk&nnandet.

Av 2 a § Statens jordbruksverks fireskrifter (SJVFS 2008:19) om avgifter i vissa
drenden enligt 67 § djurskyddsforordningen (1988:539) framgéar att den som anstker
om etiskt godkéinnande av djurfirsok ska betala en avgift enligt fljande:

1. Ansokan om #Andring av ett befintligt etiskt godkiinnande som riskerar att
inverka negativt pd djurs valf8rd. ... 6 000 kr

2. Anstkan som ror pilotstudie och drende som endast innebér anvéndning av djur
som inte halls i en forsoksdjursaniigening, dvs. privatigda djur, djur i
anliggning som 4r godkéind for offentlig forevisning enligt 37 § djurskydds-
forordningen (1988:539) eller fritt levande vilda djur...........cocoieiil 8 000 kr

3. Ansokan som inte omfattas av punkt 1,2 eller 3....oovvviiiiiiinninnnnns 15 000 kr

4. Ett fors6k med centrala mekanismer (4.2.1, atgérd 6, 7, 8, och 9) fir inte
kombineras i samma djur med ytterligare en atgird med centrala mekanismer,
s& som specificerats 1 4.2.1. Atgiird 10 i forstksgrupp 2 far ddrmed inte utforas.

Némndens bedomning

Nimnden beddmning, se bil. A:2.
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Svarhetsgraden for forsoket faststills till avsevird.

Nimnden bedémer att ansokningen faller under 2 a § 3 Statens jordbruksverks fore-
skrifter (SJVFS 2008:19) om avgifter i vissa drenden och att du dérfor ska betala
15 000 kr.

Hur du éverklagar

Du kan Sverklaga detta beslut till Centrala djurforsoksetiska nimnden. Overklagandet ska
vara skriftligt. Nér du 6verklagar ska du skriva

1. vilket beslut du 6verklagar,

2. hur du vill att beslutet ska éndras, och

3. varfor du tycker att det ska &ndras.

Du ska skriva till Centrala djurforsoksetiska ndmnden men skicka eller ldmna &ver-
klagandet till Stockholms djurforsoksetiska nimnd, Stockholms tingsritt, box 8307,
104 20 Stockholm

Ditt 6verklagande méste ha kommit in till Stockholms djurforstksetiska nimnd inom
tre veckor frédn den dag som du tagit del av beslutet. For offentlig part riknas dock
tiden for 6verklagande fran beslutsdagen.

Ovriga upplysningar

Om du har betalat en annan avgift &n den som nidmnden har beslutat kommer du att fa
en tilldggsfaktura eller kreditfaktura fran Jordbruksverket. Om du dverklagar avgifts-
beslutet kommer en kopia pa dverklagandet att skickas till Jordbruksverket sé att
verket tillfdlligt kan stoppa fakturan i vart ekonomisystem till dess att 6verklagandet
har avgjorts. Beroende pd utgéngen ska fakturan dérefter antingen betalas omgaende
cller makuleras.

Om du vill gora dndringar i detta beslut behéver du skicka en anstkan om #4ndring av
ett befintligt etiskt godkédnnande till den regionala djurforséksetiska nimnden. Nédmn-
den bedémer i sa fall om éndringen riskerar inverka negativt pa djurs vélférd eller inte
och om en ny etisk prévning behdver goras. Det krdvs en avgift for dndringar i ett
befintligt etiskt godkénnande.

Om forestandare eller forsoksledare ska bytas ut under detta godkénnandes giltighets-
tid dr detta ocksa en sadan dndring av beslutet.

Vice ordforande i Stockholms djurforsiksetiska ndimnd


Malin Gustafsson
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Sokande
Stockholms djurforsoksetiska ndmnd

Karolinska institutet Stockholms tingsrétt Box 8307

MBB 104 20 STOCKHOLM

Solnavagen 9, Biomedicum 6C, 17177 Stockholm stockholm@rdn.jordbruksverket.se

Anstkan om etiskt godkannande av djurfor sok
Ansokan ar granskad och godkand av f('jresténdare_

Elektroniska underskrifter for denna handling:

| egenskap av forsoksledare medger jag att ansokan skickastill den regionala djurforsoksetiska ndmnden.
For att kunna verifiera underskrifterna kan du behéva dppna detta dokument i exempelvis Adobe Reader.
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2020-06-11 1727-02 Anstkan om etiskt godkénnande av djurforsok. pdf
Kontrol | summa ( SHA- 256) : D75D17CAE5BF6D568DCDCI0D5962AFDFBCB75083473CEBF32FF10BEE50568625

2020-06-11 1727-03 Popul érvetenskaplig sammanfattning.pdf
Kontrol | summa ( SHA- 256) : BE3E4BFO8CAD16EESE24A8D076DBOEBF7839D5E82E9337214E688F2B7FA580F5

2020-06-11_1726-04 Bilaga
Kontrol | sunma ( SHA- 256) : 6B3BB96001B1DIAC254F85ACD7E0D3136A37ADBD50E07D20F656496D2038DE91

1(1)


linueks
Maskinskriven text
10406-2020

Malin Gustafsson

Malin Gustafsson

Malin Gustafsson

Malin Gustafsson


N

ordbruks
I verket

Ansokan om etiskt godkannande av
djurfor sok

Tidigareinskickade versioner av ansokan
Anstkansid 3130 Ansokan har inte skickatsin tidigare



N

Jordbru
verke

!(<S Ansbkan om etiskt godkannande av djurférsik 2020-06-11

| nnehallsférteckning

1

CrUNAUP PRI Er o 3
1.1 FOrsoksledare (SOKande) . ... ..ot 3
1.2 ANSVarigVEIEIiNar . ...ttt 3
1.3 Tillstand att anvandaforsokSOjUr ... ... ..ot 3
14 EGSKNAMNG ..o 5
15 FOrsOKetStitel . .. ..o 5
1.6 OVIigaupplySIiNGar . . ..ottt e ettt e e 5
011 0100 6
D) 0T = 0 0 9
31 MUS(MUSIMUSCUIUS) . ..ttt ettt et ettt et e e e e e e e e e e e e 9
ForsoketsgenomfOrande .. ... ...t e e 11
4.1 Forsoksgrupp: Avel och gemensammaprocedur . .........c.iiiiiin i 11

411 Undergrupp: Avel och gemensammaprocedur . .............c.coiiniiinninnnnn. 12
4.2 Forsdksgrupp: Centralamekanismer i normal kénslighet ............... ... ... ... ..., 16

421 Undergrupp: Centralamekanismer i normal kénslighet ........................ 16
4.3 Forsoksgrupp: Centralamekanismeri kronisk smérta ..., 37

4.3.1 Undergrupp: Centralamekanismeri kronisk smérta .......................... 37
Undantag, sammanfattning . .. ...t e 51

2020-06-11_1727 Ansbkan om etiskt godkénnande av djurforsok.pdf 2(5)



N

Jordbruks Ansbkan om etiskt godkannande av djurférsik 2020-06-11
verket
1 Grunduppaqifter
1.1 For soksledar e (Sokande)
Namn: I
Organisation: Karolinska institutet
Institution/avdelning:  MBB
c/o:
Adress: Solnavéagen 9, Biomedicum 6C, 17177 Stockholm

Telefonnummer:
M obilnummer:
Faxnummer:

1.2 Ansvarig veterinar

clo:

Adress: Komparativ Medicin, Biomedicum, 17165 Stockholm
E-postadress |
Telefonnummer:

M obilnummer:

1.3 Tillstand att anvanda for soksdjur

Nedan visas uppgifter fran tillstandet som det s3g ut nér denna sammanstélIning gjordes — eventuella
andringar som har gjortsi tillstandet efter det visasinte har.

Diarienummer: 5.2.18-3236/17

Organisation: KAROLINSKA INSTITUTET
Institution: Avdelningen fér komparativ medicin
Slutdatum: 2022-04-18

Tillstdndshavare:

Forestandare:
Veterindr/expert:

Andamal: Biomedicinsk forskning i syfte att forsta grundlaggande
livsfunktioner, sjukdomsmekanismer, utveckla nya/férbéttra
behandlingar av manniskans sjukdomar, samt utbildning och
tréning i LAS
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Djurarter:

Specifika villkor:
Hallandesitt:
For soksdjur sanléaggningar:

Anstkan om etiskt godkénnande av djurforsok 2020-06-11

Gerhil (Gerbillinag), Hamstrar (Cricetinae), Kanin (Oryctolagus
cuniculus), Marsvin (Cavia porcellus), Mus (Mus musculus),
Rétta (Rattus norvegicus), Signa kraftor (Pacifastacus
leniusculus), Zebrafisk (Danio rerio), Spansk revbensalamander
(Pleurodeles waltl), Afrikansk klogroda (X enopus laevis),
Mexikansk axolotl (Ambystoma mexicanum), V attensalamander
(Notophthalmus viridescens), V astafrikansk klogroda (Xenopus
tropicalis), Negjontga (Lampetrafluviatilis), Mindre skogsmus
(Apodemus sylvaticus), Grasand (Anas platyrhynchos), Iller
(Mustela putorius), Krabbmakak (Macaca fascicularis),
Nordamerikansk nabbmus (Cryptotis parva), Rhesusapa (Macaca
mulatta), Storre skogsmus (Apodemus flavicollis), Sorkar
(Arvicolinae), Tamsvin (Sus scrofa domestica)

Forsoksdjursanldggning

32-2748/91 Institutionen for farmakol ogi

34-5480/94 Gartuna, byggnad 681R

35-6352/01 Karolinska I nstitutet, Fysiologiska
Institutionen Hus 95:21

34-3590/94 95:3, sodra delen, Karolinska institutionen

35-998/99 Astrid Fagreus laboratorium (hus 95:56)

35-765/01 Astrid Fagreus laboratorium (hus 95:56)

31-2487/10 Astrid Fagreus Lab

31-5159/10 Astrid Fagreus lab

31-3029/11 Berzelius vég 35, rum B-121

31-495/12 rum F224 och F230 och 231 i byggnad 95:33

5.2.18-2239/13 Wallenberg, Hus 95:17 med adress Von
Eulersvég 5 och Berzelius vag 17,
Stockholm.

35-1079/02 Byggnad 95:33, rum F 224 och F 230.

5.2.18-11066/13  Retziudaboratoriet, byggnad 95:55, Retzius
vég 8, Stockholm

5.2.18-8359/15 rum A1:01011/12 och A3:01038/39 i
byggnad Al och A3 samt rum R300B005 i
MR center

5.2.18-11233/15 KM Wallenberg, hus 95:17 och 95:48
5.2.18-11254/15  rum 224 samt rum 231 i byggnad 95:33
5.2.18-12375/15 Berzeliusvag 35, rum B-117a
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]o\rlgplggks Anskan om etiskt godkannande av djurférsok

1.4 Etisk ndmnd

Stockholms djurforsoksetiska namnd
Stockholms tingsrétt Box 8307

104 20 STOCKHOLM

Telefon: 08 561 650 00

Fax: 08-653 34 44
stockholm@rdn.jordbruksverket.se

1.5 Forsoketstitel

Centrala mekanismer i sensoriska ndtverk som styr k&nsel och smérta

1.6 Ovriga upplysningar

Godkannandets giltighetstid
Forsoket beraknas pagatill 2025-05-30

Samrad
Samréd har skett enligt 3 kap. 4 § L 150.

Per sonalens kompetens

De personer som & involverade i forsoket har tillrécklig kompetens enligt 6 kap. L 150.

Sekretess

[0 Onskar sekretess for vissa uppgifter i ansokan.

Betalning

Betalningsmetod:  Faktura
Ordernummer: 97874
Belopp: 15 000 kr
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2 Syftem.m

Syftet med forsoket enligt Jordbruksverkets foreskrifter och allmannarad om for soksdjur
0 1 Grundforskning

2 Forskning om vilka effekter sukdomar, ohélsa eller annat avvikande tillstand har pad manniskor,
djur eller véaxter samt hur de ska undvikas, forebyggas, diagnosticeras eller behandlas

[0 3 Forskning som innebar utvardering, pavisande, reglering eller modifiering av fysiologiskatillstand
hos ménniskor, djur eller vaxter

O

4 Forskning som syftar till forbéttring av djurens valfard

5 Utveckling, tillverkning eller testning av kvalitet, effekt och sakerhet av 18kemedel, livsmedel,
foder och andra @mnen eller produkter. Detta géller endast i de syften som avsesi 2-4

O

6 Forskning som syftar till artskydd
7 Skydd av den naturliga miljon for att bevara méanniskors hélsa eller valfard
8 Skydd av den naturliga miljon for att bevara djurs hélsa eller véfard

9 Réttsmedicinska undersokningar

O 0o oo o

10 Anvandning i hogskoleutbildning eller i utbildning som syftar till att forvarva, upprétthdlla eller
utveckla yrkesfardigheter under forutséttning att anvandningen framgér av uthildningens kursplaner,
och & nddvandig med hansyn till syftet med utbildningen.

K]

11 Framstallning och uppréatthallande av en genetiskt modifierad djurstam

0 12 Annat - géller endast for forsok som sannolikt inte orsakar lidandei lika stor eller storre
utstrackning an ett ndlstick som utforts enligt god veterindrmedicinsk praxis

Beskrivning av syftet

Beskrivning av vad forsoket syftar till att uppnd, ta reda pa, faststalla eller framstélla genom att utfora detta forsok.
Syftet bor vara specifikt for detta férsok samt entydigt, realistiskt och genomforbart. Syftet ska inte forvéaxias med
nyttan med for soket, som angetts nedan.

Savakandan av smartafinnsi var hjarna, &ven om smértan upplevs som att varai tex i varamuskler,
leder eller ett s&r i huden. Detta smartsystem &r livsviktigt och gor att vi kan skydda oss mot skada och
ocksa ta hand om befintliga skador sa att kroppen kan laka. Tyvarr kan det gafel i smartbanorna vilket
leder till obotlig kronisk smérta. Hjarnan har dock en mycket kraftig paverkan hur vi upplever smarta
och hur mycket smartavi kénner. Det &r tex ett valkant faktum att somn, stress, angest, oro,
upphetsning, trauma och neuropsykiatriska sjukdomar kan vésentligt paverka upplevelsen av smarta
och denna paverkan har sitt ursprung i hjarnan. Andra exempel pa betydelsen av hjarnans kontroll av
smérta ar effekten av meditation vid kronisk smarta, placebo effekten och den forvanansvart lindriga
smértan hos alvarligt skadade soldater i krig, vilket forst beskrevs 1946 av Henry K. Beecher. Ett annat
exempel pa hur kraftfull hjarnan ar for sméartkansel som dven dom som inte lider av kronisk smarta kan
l&tt kan relateratill &r tex vaccination av ens barn. Om barnet distraheras safokus inte ligger pa
injektionen sa upplevs den inte alls lika sméartsam. Valdigt lite & kant hur detta fungerar neurobiolgiskt,
dock finns viss begransad kunskap. Vi vet tex att det finns nervbanor fran hjarnan ner i ryggmérgen
som bestdmmer hur mycket av smartsignalerna fran vavnaden som "tilléts” komma fran kroppenin i
hjérnan. En del av de cellansamlingar (k&rnor) i hjdrnan som &r inblandade i denna process har
identifierats sdsom tex "rostroventrala medullan”. Dock saknas kunskap om vilka celler som &r
inblandade, vilka nervbanorna & (kontakterna mellan olika nervceller) samt inblandade mekanismerna
som " bestdmmer” hur mycket sméartavi k&nner. Syftet med dessa forsok ar hitta inblandade
neuroner/cellkarnor i hjarnan och forsta hur dom anvands for att 6ka eller minska smérta.
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Svar hetsgrad
Avsevéard

Beskrivning av for sokets slutpunkt

Sutpunkten &r det tillfalle da forsoksledaren planerar att avsluta forsoket och inte géra nagra fler observationer.
Sutpunkten &r den tidpunkt dar forsoksledaren utgdr ifrén att ha uppnétt syftet med forsoket. Den kan anges som en
visstidsperiod (t.ex. djuren gdr i forsoket Gver en visstid) eller nar ndgot specifikt hander (t.ex. djuren utvecklar
vissa symtom eller visar ett visst beteende). Sutpunkten ska inte forvaxias med avbrytningspunkten som ar den i
forvag satta gransen for ett djurs lidande da djuret av djurskyddsskal ska tas ur ett djurforsok oavsett om forstkets

slutpunkt har uppnatts.

Central mekanism (om inte anvandsi kronisk sméart modell): upp till 6 manader

Neuropatisk smarta: upp till 3 manader efter nervskadekirurgi

Reumatisk artrit: upp till 8 manader efter LPS-induktion

Koloni och avelsdjur: max 24 manader eller efter ca6 kullar

Generiska &tgarder: slutpunkten bestdms av vilken modell deingar i.

Tid réknas fran forst méttlig/avsevard atgérd, d.v.s. metoder som t.ex. s.c., i.p., p.o. €ller milda
sensorisk testning sétter inga specifika slutpunkter utan da anvander vi slutpunkter for koloni och
avelsdjur.

Beskrivning av nyttan for manniska, djur eller miljén

Beskrivning av nyttan for manniska, djur eller miljo. Det bor &ven angetts pa vilket sétt resultaten vantas fa
betydelse for den medicinska eller biologiska utvecklingen. Om forsoket innebar grundforskning bor det vara
beskrivet vilka framsteg eller nya rén som kan forvantas pa langre sikt. Om forsoket innebér en fortséttning pa eller
en upprepning av ett tidigare forsok bor det har vara beskrivet vilka tidigare resultat forskaren har kommit framtill
samt motiverad varfor det ar nddvandigt att fortsatta eller upprepa forsoket.

Runt 20% av befolkningen lider av kronisk smérta och ca 1/3 av dessa har sa svara smértor att det
paverkar deras liv avsevart. Trots att kronisk smérta orsakar mycket lidande, saknas adekvata | &kemedel
for smartlindring. De tillgangliga sméartlindrande |akemedien har dalig effekt och fungerar bara paen
del av de som lider av kronisk smérta. Det har inte tagits fram ndgot konceptuel It nytt |akemedel for
behandling av smérta pad manga artionden. Genom att hitta dom nervceller som styr hur mycket sméarta
som hjarnan till&ter att vi kanner hoppas vi forklara varfor sméarta 6kar vid samsjuklighet (komorbiditet)
sasom 6kad smérta vid undersdvdhet, [angvarig stress, angest, oro, depression och andra
neuropsykiatriska sukdomar sdval som minskad vid tex kortvarig stress. Vi kommer ocksd att kunna
forklara hur kraftfullt detta system & och om det till och med helt kan sténga av smérta. Denna kunskap
ar viktig i sig och kan forklara vad som hander vid olika smérttillstand och kan ledatill att vi hittar
markdrer som gor att man kan méta hur olika delar av detta system anvéndsi olika
patienter/smérttillstand. Kunskapen kan ocksa gora att vi kan hitta helt nya vagar for att tafram nya
|akemedel mot kronisk smérta.
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Egen etisk avvagning
Egen beskrivning hur sbkande har resonerat nar de har kommit fram till att nyttan med for stket dvervager lidandet
for djuren.

Kronisk smérta & vanligt férekommande i samhéllet och leder till stort lidande och en nedsatt
allmanfunktion och arbetskapacitet. Det & ocksd mycket kostsamt for samhéllet.

”Outhardliga smarta’ & en term som aterspeglar hur allvarligt det & for ménga. Det kan vara svart att
forsta hur stort lidande det orsakar om man inte sjdv lider av nagon av de kroniska smartsyndromen.
Jag har en vissinblick genom att jag ibland kontaktas av manniskor som &r mitt i detta lidande och
soker en forklaring. Det finnsi de flesta fall inget sétt att lindra tillstandet!

De flesta av vara djurmodeller som vi anvander oss av leder intetill lika kraftig smarta som patienter
ibland upplever och i det & osannorlikt att ens de djur som &r av avsevard &gard i var ansokan
(aktivering av centrala mekanismer, t.ex. kronisk stress), vilket anvands bara pa ett fatal av djur och
under en begransad tidsperiod, kommer i nérheten av det lidande som valdigt manga manniskor i vart
samhdlle tvingas levamed - varje dag, varje &, for manga helalivet.

Beskrivning av alter nativa metoder

Beskrivning av varfor djur maste anvandas for att uppna syftet med forsoket, vilka eventuella alternativa metoder
som kommer att anvandas, vilka metoder som har 6vervagts men sominte &r mdjliga att anvanda samt vilka
databaser som har anvants vid sbkande efter alternativa metoder.

Eftersom malet med detta projekt &r att studera samspelet mellan olika nervcellspopulationer, finnsinga
alternativain vitro metoder. Vi maste anvanda djurmodeller. Val av djurmodell avgors av hur relevanta
de &r for smérta hos méanniska samt hur experimentellt betydelsefull djurmodellerna &r. Méss kommer
anvandas i mycket bra genetiska experimentella metoder som ar va utvecklade och reproducerbara.

Berakning av antalet djur

Forklaring av principerna hur forskaren har kommit framtill det antalet djur som ska anvandas, t.ex. statistiska
berakningar samt hur det ar sakerstallt att s& fa djur som mgjligt kommer att anvandas.

Under vért tidigare tillstdnd N47/13 anvande vi cirka 6000 djur per ar (foddai var koloni).

Eftersom dennadel av projekt & mindre, forutser vi att behovet kommer att bli 3000 fodda djur per &r. |
5 ar blir det maximalt 5 x 2800 = 14000 djur. Dessa & antal uppféddadjur. Vi forvantar oss att ca 25%
av dessa (ca 3500) kommer att anvandasi faktiska experiment for alla modeller (framfér allt de med
rétt genotyp, alder osv.)
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3 Djurarter m.m

3.1 Mus (Mus musculus)
Antal: 14000

Moativering av valet av djurart

Mus & den optimala djurarten da det finns ett brett urval av stammar (liksom tekniker for att producera
dessa) som tilldter anvandning av olika molekylara verktyg, sasom site-specifik rekombination (Cre,
Dre etc.), knock-out, knock-in, optogenetisk och annan syntetisk aktivering av nervbanor med flera.
Mus &r den enda arten med genetiska modeller framtagna. De flesta tillgéngliga beteendetester
utvecklades och optimerades fér moss.

2020-06-11_1727 Ansbkan om etiskt godkénnande av djurforsok.pdf 9(51



N

]O\I;gplggks Ansikan om etiskt godkannande av djurférsbk 2020-06-11

Hallandesatt
e Forsoksdjursanlaggning

e 5.2.18-2239/13 Wallenberg, Hus 95:17 med adress VVon Eulers vag 5 och Berzelius vag 17,
Stockholm. - Djuren forvarasi burar enligt lagstiftning tex 1VC eller Isocage. Samtliga
djuravdelningar foljer Karolinska Institutets miljoberikningsplan. Djuren grupphdllsi méjligaste
man, om experiment eller veterindrmedicinska skal inte foreligger eller om hane med unik
genotyp fodsi en kull och inte kan poolas, avelshanar som separeras fran en avel, plugghanar.
For kolonidjur inklusive avelsdjur sker dettamax 3 manader, i experiment kan andratider gélla
vilket beskrivs, dar det &r lampligt, under respektive Forsoksgrupp. Eventuella problem
handlaggsi samréd med veterindrerna vid Karolinska Institutet. Moss kan komma att foras Gver
pa andra godkanda etiska tillstand och kan i samband med detta byta djurhus

e 5218-11233/15 KM Wallenberg, hus 95:17 och 95:48 - Djuren férvarasi burar enligt
lagstiftning tex IV C eller Isocage. Samtliga djuravdelningar foljer Karolinska I nstitutets
miljoberikningsplan. Djuren grupphalls i mojligaste man, om experiment eller
veterinarmedicinska skél inte foreligger eller om hane med unik genotyp fodsi en kull och inte
kan poolas, avel shanar som separeras fran en avel, plugghanar. For kolonidjur inklusive avelsdjur
sker dettamax 3 manader, i experiment kan andratider galla vilket beskrivs, dar det & lampligt,
under respektive Forsoksgrupp. Eventuella problem handldggs i samrad med veterindrerna vid
Karolinska Institutet. M 6ss kan komma att foras 6ver pa andra godkanda etiska tillstand och kan i
samband med detta byta djurhus

e KM-Biomedicum: 5.2.18-19251/17 - Djuren forvarasi burar enligt lagstiftning tex 1V C eller
Isocage. Samtliga djuravdelningar foljer Karolinska Institutets miljoberikningsplan. Djuren
grupphdllsi majligaste man, om experiment eller veterinarmedicinska skal inte foreligger eller
om hane med unik genotyp fodsi en kull och inte kan poolas, avelshanar som separeras fran en
avel, plugghanar. For kolonidjur inklusive avelsdjur sker detta max 3 manader, i experiment kan
andratider géllavilket beskrivs, dér det & lampligt, under respektive FOrsoksgrupp. Eventuella
problem handlaggs i samrad med veterinarerna vid Karolinska Institutet. M dss kan komma att
foras 6ver pa andra godkéanda etiska tillstand och kan i samband med detta byta djurhus

KM-Annexet: 5.2.18-19252/17 - Djuren forvarasi burar enligt lagstiftning tex IV C eller 1socage.
Samtliga djuravdelningar féljer Karolinska I nstitutets miljoberikningsplan. Djuren grupphdllsi
mojligaste man, om experiment eller veterindrmedicinska ské inte foreligger eller om hane med
unik genotyp fodsi en kull och inte kan poolas, avelshanar som separeras fran en avel,
plugghanar. For kolonidjur inklusive avelsdjur sker dettamax 3 manader, i experiment kan andra
tider géllavilket beskrivs, dér det & lampligt, under respektive Forsoksgrupp. Eventuella
problem handlaggsi samrad med veterindrerna vid Karolinska I nstitutet. M dss kan komma att
foras 6ver pa andra godkéanda etiska tillstand och kan i samband med detta byta djurhus

e 35-998/99 Astrid Fagreus laboratorium (hus 95:56) - Djuren forvarasi burar enligt lagstiftning
tex IVC eller Isocage. Samtliga djuravdelningar foljer Karolinska Institutets miljoberikningsplan.
Djuren grupphalls i méjligaste man, om experiment eller veterinarmedicinska skal inte foreligger
eller om hane med unik genotyp fodsi en kull och inte kan poolas, avel shanar som separeras fran
en avel, plugghanar. For kolonidjur inklusive avelsdjur sker detta max 3 manader, i experiment
kan andratider gélla vilket beskrivs, dar det a lampligt, under respektive Forsoksgrupp.
Eventuella problem handl&ggsi samrad med veterindrernavid Karolinska I nstitutet. Méss kan
komma att foras Gver pa andra godkanda etiskatillstand och kan i samband med detta byta
djurhus
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4 For sokets genomforande

Sammanstallning av for sbksgrupper och atgarder inom dessa:

For soksgrupp: Avel och gemensamma procedur

Undergrupp: Avel och gemensamma procedur
Djurart: Mus (Mus musculus)
Atgard 1: Avel och genotypning
Atgard 2: Plugg och vavnadsinsamling
Atgard 3: Blodprovstagning

For soksgrupp: Centrala mekanismer i normal kénslighet

Undergrupp: Centrala mekanismer i normal kénslighet
Djurart: Mus (Mus musculus)
Atgérd 1: Systemisk AAV
Atgard 2: Leverans av amnen
Atgard 3: Sensoriska beteendetest och sensorisk stimulering
Atgard 4: Rutiner under kirurgiskaingrepp
Atgérd 5: Sparningsamne leveranstill centrala nervsystem
Atgard 6: Centrala mekanismer: opioid tillbakadragande
Atgérd 7: Centrala mekanismer: pagéende stress
Atgérd 8: Centrala mekanismer: pagaende fysisk aktivitet
Atgard 9: Centrala mekanismer: somnbrist
Atgérd 10: Den andra &tgérd av centrala mekanismer

For soksgrupp: Centralamekanismer i kronisk smarta

Undergrupp: Centrala mekanismer i kronisk smérta
Djurart: Mus (Mus musculus)
Atgard 1: Systemisk AAV
Atgérd 2: Leverans av amnen
Atgard 3: Sensoriska beteende test och sensorisk stimulering
Atgard 4: Rutiner under kirurgiskaingrepp
Atgard 5: Sparningsamne leveranstill nervsystem
Atgard 6: Sparning av perifera nétverk
Atgard 7: Centrala mekanismer: opioid tillbakadragande
Atgérd 8: Centrala mekanismer: pagéende stress
Atgérd 9: Centrala mekanismer: pagaende fysisk aktivitet
Atgard 10: Centrala mekanismer: sdmnbrist
Atgard 11: Smértamodell: Reumatoid artrit
Atgard 12: Smértamodell: Nervskada

4.1 Forsbksgrupp: Avel och gemensamma procedur

| denna grupp beskriver vi avel och gemensamma procedur. Alla méss som anvandsi efterkommande
forsoksgrupper nedan anvands ocksai denna grupp.
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4.1.1 Undergrupp: Avel och gemensamma procedur

| denna grupp beskriver vi avel och gemensamma procedur. Alla méss som anvandsi efterkommande
forsoksgrupper nedan anvands ocksai denna grupp.

Mus (Mus musculus), 14000 st, Forsoksdjursanlaggning

Beskrivning av ras, stam och egenskaper som kan medféra lidande for djuren samt motivering av
valet av djur med dessa egenskaper

Vi behdver anvanda stammar som uttrycker region-specifika rekombinaser (t.ex. Cre, CreERT, Dre,
DrePBD och Flp och deras varianter) och reportergener (t.ex. GFP, CFP, YFP, BFP, RFP, TVA, DTA,
DTR, 3chimeric, 4chimeric, Tomato, channelrhodopsin, halorhodopsins, archaerhodopsin, fungal
opsins, DREADD (inklusive KORD) och andra) som drivs fran foljande gener eller deras promoter:
UHRF1, CAGG, Rosa26, Dhh, Dbh Glast, GFAP, Shox2, Arf, TrkA, TrkB, TrkC, Ret, Th, Tbx1-3,
Hmx1, Prox1, Prox2, Ret, Ascil, Mash, PLP, Sox,Sox2, Sox10, Nestin, fos, Arc, ATF, Runx1-3,
Vglutl-3, H2A X, Mir, Wnt, CCK, TRH, Nts, Nmu, Nmur, Npff, Tacl, Tac2, Bax, Thr, Adra2a, Lmo3,
Lmo2, TRAP, Lmo4, Meis2, Gal, Tacrl, Tacr2, Sst,Pvalb, Calb2, Npy, Npylr, Npyl1r2, Sstrl, Hirla,
Htr3a, Ztp276, Cpned, Trhr, Trh, PDY N, Kcnip2,Avil, Piezol, Piezo2, vGAT, vGlut2, Ztp276, Gfral-3
och fdljande genfamiljer: Piezo, Shox, Sox, Thx, Trpm, Trpv, Trpc, Trpa, Hoxb, Hoxc, Mrgpr and Lmx
eller andra gener som mérker upp specifika populationer av celler.

Eftersom ala de har stammarna & antingen reporter eller Cre djur sa har dessa djur ingen avvikande
fenotyp och det spelar saledesingen roll fran ett djuretiskt perspektiv vilken gen som anvands.

Vi kommer ocksd att anvanda stammar med floxed (flankerad med lox, rox och/eller frt sites) av olika
gener t.ex.: UHRFL, Dhh, Dbh, Glast, GFAP, Arf, TrkA, TrkB, TrkC, Ret, Th, Thx1-3, Hmx1, Prox1,
Prox2, Ret, Ascil, Mash, PLP, Sox, Sox2, Sox10, Nestin, fos, Arc, ATF, Runx1-3, Vglutl-3, H2A X,
Mir, Wnt, CCK, TRH, Nts, Nmu, Nmur, Npff, Tacl, Tac2, Bax, Thr, Adra2a, Lmo3, Lmo2, TRAP,
Lmo4, Meis2, Gal, Tacrl, Tacr2, Sst, Pvalb, Cab2, Npy, Npylr, Npylr2, Sstrl, Htrla, Htr3a, Ztp276,
Cpned, Trhr, Trh, PDY N, Kcnip2, Avil, Piezol, Piezo2, vGAT, vGlut2, Ztp276, Gfral-3 och féljande
genfamiljer: Piezo, Shox, Sox, Thx, Trpm, Trpv, Trpc, Trpa, Hoxb, Hoxc, Mrgpr and Lmx eller andra
gener fOr neuropeptider, receptorer, transkriptionsfaktorer eller andra gener som iblandad i utveckling
och férmedling kanslighet inklusive smérta.

Vi kommer att behdva anvénda stammar med olika muterade alleler t.ex.: H2afxS139A, H2afxY 142F,
H2AX, H2AX+/-* Ctvalnkda-Arf-/-, Bax, Hmx1-LacZ, RC:PTOX, R9Shc, R9Dok, R9Frs, R9wt3g9
(ROwt), RetCreERT?2, Tau-Stop-mGFP, TagRunx1, Ctvalnkda-Arf-/-, Tau (StopTau mGFP) och gener
for neuropeptider, receptorer, transkriptionsfaktorer eller andra gener som iblandad i utveckling och
formedling kéndighet inklusive smérta.

Vi kommer att behtva anvanda korsningar mellan ovan ndmnda musstammar. Ingen av dessa stammar
och korsningar forvantas ha avvikande fenotyp. Om avvikande fenotyp éver 0,3p enligt KI-mallen
upptécks under korsning kommer vi att ansdka om till&gg.

Vi behtver ocksd anvanda olika sk vildtypstammar som tex: C57bl6, Sv129, Swiss, CD1, nod-scid,
scid, nod, BALB/C, CBA, C3H, DBA, ICR, FVB och Swiss och dessa understammar (substrains).
Spontan blindhet hos Rosa26-Tomato stammen:

Vi har observerat att en del djur som bér pa R26-Tomato allelen blir blinda pa ett €ller bada 6gonen.
Det finns ingen antydan om inflammation. Ingen infektion har detekteratsi dessadjur. Vi tror att denna
fenotyp &r ett resultat av att djuren & inavlade och skulle vilja anvanda sddana djur i férsoken samt att
de & pa C57BI/6J bakgrund vilket har en spontan tendens att inte ha 6gon. Detta skulle géra att vi kan
minska aveln och antalet djur i varje forsok.

Vildtypsstammar med fenotyp: C3H

C3H (och dess substammar) & standardstammen for smértmodeller vid cancersmarta. Nagra av dessa
stammar genererar blindhet med tiden (runt avvanjningstiden). Denna stam kan utveckla hepatom nar
de & ddre &n 12 manader. Trots avsaknaden av exogena musbrosttumaorvirus (MMTYV), kan honor
fortfarande utveckla juvertumorer senarei livet (nér aldre &n 12 manader). Vi kommer inte anvanda
djur for studien som &r adre &n 12 manader. Avbrytningspunkt for djur i avel och som annu inte ingatt i
forsok & 0,4 enligt KI-mallen, vi kommer att avliva djur som utvecklar juvertumérer.

Genetiskt maodifierade djur anvands: Ja
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Diarienummer pa tillstdnd samt beskrivning och motivering av metoder.

Vi kommer inte att generera helt nya GMO stammar under dettatillstand, skulle ny stam tas fram sker
detta under kommersiellt foretag eller core facilitets etiska tillstand tex KCTT vid K.

Vi anvander befintliga GMO stammar for avel samt korsningar mellan dessa.

Dnr for GMO &r:

KMW: 5.5.18-14683/18

KMB: 5.5.18-12320/17

KMA: 5.5.18-123221/17

4.1.1.1 Beskrivning av de atgarder/ingrepp djuren kommer att utsattas for

Atgard 1: Avel och genotypning

Ingdende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utséttas for inklusive forsoksperiodens 1angd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att pverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Hona och hane sétts samman for avel. 1-2 honor per hane. Om tva honor i samma bur blir dréktiga
ungeféar samtidigt, separeras honorna fran varandra ca 1 vecka fore berdknad fodsel .

Fleraav vara musstammar avlas som heterozygota linjer och maste genotypas. For detta kommer
oronbitar som blir éver fran ID-mérkningen att anvandas i méjligast man och detta gors vid
avvanjningen, dvs ca 3 veckors ader, for att undvika att stora djuren mer &n nédvandigt. Skulle inte
genotypningen fungera tas en ny éronbiopsi i forsta hand och i sista hand den yttersta millimetern av
svanstippen.

| vissafall behdver vi ta biopsier frén (och markera) unga djur (PO-P14). Detta gérsi samrad med
veteringr med lampliga metoder t.ex. éronbiopsi/svansbiopsi i kombination med tatuering alt.
taspetshiopsi. Taspetshiopsi (fr.o.m P4) utfors som ca 0.5 mm lang biopsi av en ta (position varieras
mellan djur), denna spets anvand ocksa for genotypning.

Djuren kommer att ha grupphallning efter behandling om det inte uppstar sarskilda skal for
ensamhallning sdsom t.ex. efter kirurgi eller vid beteendeforsok, se under respektive grupp. Endast om
nodvandigt for forsoksresultaten kommer djuren att ensamhallas. Det kan behovas framfor allt for hanar
som annars kan skada varandra. Det |angsta ett djur ensamhdlls &r lika med den |angsta tiden for
specifikt forsok. Vi kommer dock att i storsta méjliga man undvika ensamhallning.

Vid ev. fodsels komplikationer (t.ex. kan uppstavid TAM injektion ) kan kejsarsnitt anvands: draktiga
honan sdvas med isofluran embryonal dag (E)17-E21 i dréktigheten, fostren opereras ut och placeras
hos en fostermamma. Den kejsarsnittade honan avlivas.

Vi kan komma att behtva producera nya musstammar i K1 core facility at. hos andraleveranttrer av
musstammar. Vi forvantar oss ingen avvikande fenotyp hos dessamadss. | det fall vi kénner till
avvikande fenotyp eller upptécker avvikande fenotyp 6ver 0.3p enligt KI-mallen ansoker vi om tillégg
till denna ansdkan for denna musstam.

Eventuell paverkan pa djuren:

Biopsiering kan orsaka snabbt dvergaende smarta och liten stress pa djuret. Vi forvantar oss inte att avel
av vara stammar eller korsningar mellan stammar kommer att orsaka ett 6ka lidande hos djuren. Det
kani séllsyntafall férekomma komplikationer vid fédseln.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sittet att
utfora atgarden pa

For att upprétthalla genmodifierade stammar kravs avel och genotypning. Biopsi fran unga djur
kommer att behGvasi vissa situationer, sdsom t.ex om ungar med specifik genotyp behGver injiceras
med t.ex. tamoxifen (TAM, se Atgard 3 foér beskrivning) eller om prover av levande celler eller
liknande behdvs fran ungar med rétt genotyp.

Genotypning av ungar kommer att behGvasi vissa situationer, sdsom t.ex om ungar med specifik

genotyp behdver injiceras med t.ex. tamoxifen eller om prover av levande celler eller liknande behtvs
fran ungar med rétt genotyp.
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Beskrivning av vad som ska goras for att minska djurets lidande — bade far makologisk lindring och
ovrigainsatser liksom dkad tillsyn

Oronbiten (och ev. svans- eller taspetsbiten for unga) som blir dver fran id-markningen hos djuret
anvandsi storsta mojligaste man.

Atgérd 2: Plugg och vévnadsinsamling

Ingdende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utséttas for inklusive forsoksperiodens langd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

1-2 honor sétts samman med en hane. Dagen efter pluggkontrolleras honan genom att undersdka honans
vagina (icke-invasivt).

Embryon och ungar avlivas dérefter vid olika utvecklingsstadier, som embryoner eller postnatala (upp
till dag 21), och olika vavnaden studeras genom in vitro metoder.

For att kunna tidsbestdmma & dern hos embryonen maste vi parplugga honan.

Detta & viktigt davi studerar olika utvecklingsstadier under periferanervsystemet (PNS) tidiga
utveckling. Vi vill &ven kunna studera vavnad fran vuxnadijur.

Den dréktiga honan kan behandlas med tamoxifen och/eller BrdU och liknade (se under respektive
atgard, "Leverans av amnen” i nasta forsoksgrupp). Vavnad kan &ven komma att insamlas post mortem
fran vuxna djur som € anvants for plugg.

Eventuell paverkan pa djuren:

Vi forvantar oss inga stor negativa effekter pa djuren utan lite stress fran ev. injektion.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sitt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa
For att kunna tidsbestamma aldern hos embryonen maste vi parplugga honan. Detta ar viktigt da vi

studerar olika utvecklingsstadier under djur tidiga utveckling och vi vill &ven kunna studera véavnad hos
vuxnadjur varfor vi vill kunnatavavnad dven frén dessa.

Beskrivning av vad som ska goras for att minska djurets lidande — bade far makologisk lindring och
ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Berikning och daglig tillsyn.
Atgérd 3: Blodprovstagning

Ingdende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utséttas for inklusive forsoksperiodens langd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Vi kommer att behtva ta venost blod (fran svansen, vena saphena (lateral saphenous vein) eller andra
vener enligt etablerade metoder godkéndas av K1”s veterindrer. Max prov volym & 140 ul per djur/dygn
, minimalt intervall mellan provtagning - 3 dygn, max 10 ganger per djur, max total volym under tva
veckor period - 7 ml per kg av djurvikt (dvs max 10% av cirkulerande blodvolym under tva veckor).
Maximalt i.v.(&tgard "Leverans av amnen" i allaforsoksgrupp nedan) + vends bloodtagning blir aldrig
fler &n 15 ganger per djur, av dessadr max 7i.v.1

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa

Proven & nodvandiga for att kunna fainformation om hematologiska och kemisk blod status, och
kemiska forandringar under behandling med substanser for att kunna félja substansens
nedbrytning/upptag.
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Beskrivning av vad som ska goras for att minska djurets lidande — bade far makologisk lindring och
ovrigainsatser liksom dkad tillsyn

Blodprovstagningen sker viakany! eller prickning av ven med skalpell utan snitt. Detta for att minimera
paverkan hos djuret.

4.1.1.2 Svéarhetsgrad och avbrytningspunkt
Svérhetsgrad: Méttlig

Beskrivning av avbrytningspunkten

Djur som inte ingdr i forsok: 0.4 (K1s bedémningsmall). Om fenotypen som uppstar nar 0.4 avslutar vi
aveln och kommer in med en till&ggsansokan. Avbrytningspunkten for djur i studie &r beskriven under
specifik undergrupp.

4.1.1.3 Efter for soket
Avlivningsmetod: Halsdislokation

Om metoden inte galler alla djur ska de djur anges som ska avlivas pa detta sitt.

Djuret hdllsi svansen och nacken fixeras. En snabb ryck i svansen utfors som bryter djurets nacke.
Proceduren utforsi bade bedévade och vakna djur.

Kontrollmetod for att sékerstélla att djuret ar dott
e Halsdislokation

Beskrivning av kontrollmetoden
Hal sdislokation, upphord cirkulation, avsaknad av vitala reflexer sdsom cornealreflex eller rigor mortis.
Avlivningsmetod: Avblodning av medvetsdsa djur

Om metoden inte galler alla djur ska de djur anges som ska avlivas pa detta sitt.

Djuren &r satt under narkos, thorax éppnas och hjértat &r exponerat. systemet toms pa blod genom
injicering i hjartat av PBS buffert (eller liknade). Efter det injiceras fixeringsldsning (t.ex 4% PFA i
PBS), annan eller annan |6sning om ofixerad vévnad &r énskad.

Beddvningsmetod
Narkosmedel

Beskrivning av bedévningsmetoden
Isofluran (3-5%) eller injektionsanestesi (medetomidin+ketamin, xylazin+ketamin eller pentobarbital).

Kontrollmetod for att sékerstalla att djuret &r dott
e Avblodning

Beskrivning av kontrollmetoden
Hal sdislokation, upphord cirkulation, avsaknad av vitala reflexer sdsom cornealreflex eller rigor mortis.
Avlivningsmetod: Koldioxid

Om metoden inte géller alla djur ska de djur anges som ska avlivas pa detta sétt.

Djuren placerasi en genomskinlig bur. Koldioxidhalten hojs darefter successivt.
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Kontrollmetod for att sékerstalla att djuret &r dott
e Kontroll att cirkulationen har upphort
e Kontroll att rigor mortis har intrétt

e Halsdisokation

Beskrivning av kontrollmetoden
Hal sdislokation, upphord cirkulation, avsaknad av vitala reflexer sdsom cornealreflex eller rigor mortis.

Djuren kommer att ateranvandasi andra forsok som inte omfattas av denna ansokan

Beskrivning av vad djuren kommer att anvandastill efter férsoket har avslutats.

Né&gra djur ska ocksa skickas till varakollegor i EU, framfor allt Tyskland. De har unik metod for att
méata egenskaper av individuellanervandar i hud (utforas pa vavnadsexplantat). Vi skickar levande mus
efter veterindrs har bekréftat djurens bra kondition och hédlsa. Vi kommer behova skicka mindre 8n 5%
av vara experimentella djur till kollegor i EU. Mottagarnai EU har forsoksdjuretiskt tillstand i enlighet
med nationella lagstiftning. Djur utsétts till méttlig stress under transport vilket ska hallas kort.

Djuren ingdr i andra grupper i denna ansokan
Beskrivning av vilken/vilka 6vriga grupper djuren kommer att ingai.

Djur i denna grupp ingar ocksai allaforsoksgrupp nedan.

4.2 Forsbksgrupp: Centrala mekanismer i normal kanslighet

4.2.1 Undergrupp: Centrala mekanismer i normal kanslighet

| denna grupp beskriver vi procedurer och experimentfldden for att studera hur specifika nervceller
populationer i hjarnan modulerar normal kéndlighet. For att kunna selektivt manipulera neuroner i
hjarnan som aktiveras av olika djurupplevelse (som t.ex. fysisk aktivitet, kronisk stress eller
opioidabstinens), maste vi utsétta djur for dessa upplevelser. Detta viktiga steg behovs for s.k. genetisk
sparning som antingen mérker sadana celler eller gor dem mottagliga for funktionell modulering (till
exempel inaktivering).

Angiven siffradr en uppskattning och kan komma att andras nagot.
Mus (Mus musculus), 2500 st, Forstksdjursanldggning
Beskrivning av ras, stam och egenskaper som kan medféra lidande for djuren samt motivering av

valet av djur med dessa egenskaper

Se FOrsoksgrupp Avel, 4.1.1, beskrivning av ras.

Djur som anvéandsi denna undergrupp &r en del av djuren i férsoksgrupp 4.1.

Max ensamhdllning for detta grupp 3 manader.

All tillsyn beskrivasi atgérder i denna grupp &r extratillsyn som vanligtvis utféras av forskarna.

Genetiskt maodifierade djur anvands: Ja
Diarienummer pa tillstand samt beskrivning och motivering av metoder.

se forsdksgrupp 1
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4.2.1.1 Beskrivning av de atgarder/ingrepp djuren kommer att utsattas for
Atgard 1: Systemisk AAV

Ingdende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utsattas for inklusive forsoksperiodens langd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Denna &tgard anvandsi denna forsoksgrupp samt i alla forstksgrupper nedan.

Vi behdver anvanda systemisk administrering av Adeno-associated virus (AAV), som visat sig vara
effektiv for uttryck av gener i det centrala och perifera nervsystemet, inklusive sensoriska neuroner av
dorsal rots gangliet (DRG).

Amnenai sig leder intetill férandring i djurens halsa.

Djuren kan sovas (isofluran eller i.p.-injektion av ketamin/xylazin om isofluran inte &r tillganglig, eller
annat rekommenderat av veterindr). Vi levererar AAV systemiskt till vuxna moss (iv: svans, temporal
eller annan ven, max 200 ul. Volymen som 6verstiger 125 ul (d.v.s. mellan 125 och 200 ul) injiceras
l&ngsamt, som en infusion) eller neonatala moss (PO-P3; i.p: max 50 ul). De injicerade nyfodda
returneras till sina biologiska modrar eller fostermddrar nér de har terhamtat sig helt.

Denna atgard har méttlig svarighetsgrad och kan utforas max en gang per dijur.

Djur kommer att uppleva besvér i samband med injektionen. Virus orsakar inga symptom. N&r ungarna
forflyttas fran buren kommer modern att uppleva stress.

Fostermoder kan behtvas for att fostra ungar efter AAV injektion om mamma vagrar att ta hand om
injicerade ungar (detta har dock aldrig tidigare hant i flera dussintals kullar som behandlas pa detta sétt i
labbet). | dettafal kommer avel av djur som tillhor stammar som tar bra hand om ungar (ICR, FVB
eller liknande) ordnasi god tid.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sittet att
utfora atgarden pa

Vi studerar rollen av specifika gener involverade i smértmekanismer. For detta behtver vi modifiera
uttryck av de specifika gener eller introducera gener som gor att man kan styra aktiviteten hos neuron.
Systemisk AAV-infektion & enkel, effektiv och den minst invasiva metoden for att gora detta.

Vi behover utforai.p till ungar fran P1 eftersom AVYV infektion av perifera nervsystem kan nds med
andra administrering t.ex viamamman. Vi har sddan erfarenhet i labbet.

Beskrivning av vad som ska goras for att minska djurets lidande — bade far makologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom okad tillsyn

For vuxna djur appliceras smértstillande kram pa svansen 15-30 minuter férei.v. Nar ungarna forflyttas
fran buren kommer modern att uppleva stress. For att minimera denna effekt, behandlas endast max
halften av ungarna dt gangen och resterande & kvar i boet. Efter att den forsta uppséttningen av
injektioner ar klar, sétts de injicerade nyfodda ungarnatillbakai buren och de aterstdende ungarna
overforstill véarmeplattan for AAV administration.

Atgard 2: Leverans av &mnen

Ingdende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utséttas for inklusive forsoksperiodens 1angd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Vi behdver leverera olika dmnen med, bl.a. foljande syfte: i) aktivera specifik rekombination eller
specifikt genuttryck; ii) i samband med sensoriska test modifiera olika signalvagar for att studera hur de
bidrar till sensorisk k&nslighet (agonister och antagonister); iii) utfora kronisk modifiering av olika
signalvéagar for att studera hur de bidratill sensorisk kanslighet palang sikt.

Under hela experimentet utfors maximalt 35 injektioner for varje enskilt djur, varav max: 20 sti.p (max
volym 0.5 ml per injektion), 25 st p.o. (max volym 10 ml/kg, dvs 0.25 ml per injektion foér 25 g mus),
25 s.c. (max volym 0.25 ml), 3 intratekal (i.t., max volym 5 ul per injektion, utfors under anestesi) och
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tvaintraplantar (i.pl: max ett injektion per tas/djur, maxvolym & 20 ul. Utfors under anestesi).
i.p., p.0., S.c- max en injektion per dag. i.t —min 3 dag intervall , i.pl. —min 7 dag intervall. |.p. kan ges
till dréktiga honor t.0.m. E14. | mgjligaste man anvander vi dock s.c eller p.o.

Om det anses lampligt kan serier av injektioner ovan erséttas med en miniosmotisk pump installation
(i.v. eller intracerebral; Alzet eller liknande) . Dettaingrepp ar enkelt, utférs under narkos och orsakar
mindre obehag for djuret.

Efter hogst 30 dagars infusion kommer djuren att sbvas, pumparnatas ut och huden sutureras med hjap
av sterilasilkesuturer (eller aternativ). Om en minipump installation utférsi en lamplig situation kan
det bade forbattra djurets situation och resultatet av experimentet. Bara maximalt en minipump
installation utfors per djur. Djuren ges smértlindring under/efter minipump operationen. Istéllet for
minipump andra metoder anvandas som tillater |angvarig amnesfrigoring.

Amne som vi kommer behdva att injicera:

Clozapine-N-oxide (CNO, max dos 0.3 mg/kg, i.p.), Clozapine (max 0,05 mg/kg, i.p), salvinorin B
(DREADD ligand/DM SO/s.c. 10mg/kg), diphtheriatoxin (DTX, max 200 ug/kg, i.p. ) och andra
ligander till DREADD och andra jonkanal er/proteiner. Syntetiska proteiner har designats for att kunna
aktiveras av dessa amnen eftersom de inte har nagon bieffekt eller toxisk effekt vid de anvanda
koncentrationerna. Deras specifika effekter pa de syntetiska proteinerna ar att 6ka/minska aktiviteten
hos neuron, dvs modulerar sensorisk kandighet.

Gabapentin (i.p. 100mg/kg or for i.t. 200ug/10ul per djur), agonister och antagonister fér NMDA- och
GABA-receptorer (dosen bestams i samrad med veterinaren baserat pa publicerade protokoll), stryknin
(glycin receptor antagonist , max 2 mg/kg, i.t.), bicuculin (GABA-A antagonist, i.p., 70 ug/injektion, i.t.
8 ug/injektion ). Dessa &mnen forvantas inte ge upphov till biverkningar eller toxiska effekter utan
modulerar sensorisk kanslighet.

Neuropeptider (tex substance P, galanin, somatostatin, endorphin, CGRP, neuropeptide Y, 20 nmol/kg,
dvs ca 0.75nmol/injektion, eller 40 ug i.pl/i.t) och antikroppar, receptorer och antisense till dessa (30
mg/kg dvs ca 1 mg/injektion; 30 ug i.t). Dessa @mnen modulerar neuropeptidsignal ering och forvéantas
ha specifika korttidseffekter (under négratimmar) pa kanslighet for sensoriska stimuli. Neurotrofiner
(tex NGF, BDNF och GDNF, 17 ug/injektion, i.pl , i.p, i.t, s.c), receptorer till neurotrofiner,
neutraliserande antikroppar till neurotrofiner (20mg/kg, 20 ug for i.t.) antisenstill neurotrofiner och
neurotrophin receptorer (50 pmol/injektion, i.t.), inhibitorer av neurotrofin receptorer (100 mg/kg, 70 ug
i.t.). Dessa amnen forvandas kunna paverka kanslighet till olikatyper av stimuli. Forvantad langd pa
effekten varierar beroende pa koncentration och administration. Inga biverkningar eller toxicitet &
forvantade.

Cytokiner (inklusive interleukin 1 beta, TNF, 5mg/injektion, i.pl/i.t), interleukiner (inklusive IL1b,IL 10,
L4, 1L6, IL20; 25 mg/kg, i.pl; 50 ug i.t), chemokines (inklusive CCL 2), pr ostaglandiner
(20ng/injektion, i.t) ; inhibitorer av prostaglandin syntes (60 mg/kg, 25 ugi.t), ATP (100
nmol/injektion, i.pl), bradykininer (4 nmol/injektion, i.pl). Dessa @mnen férvantas inte ge upphov till
biverkningar eller toxiska effekter utan modulerar inflammatoriska komponenter som paverkar
sensorisk kanslighet och kan hjalpa att forsta hur olika signalvagar bidrar till kénslighet genom
rekrytering av olika celltyper.

Ketorolac (NSAID/ saling/ i.p. 20mg/kg, 10 ug i.t); Ibuprofen (saline/ i.p. 20mg/kg, 10 ug i.t); morfin
(sc/ip, max 10 mg/kg, max 3 ggr per dag max 2 dagar), naloxone (opioid agonist, max 20mg/kg, ip, 10
ug i.t), Diclofenac (NSAID/saline/i.p. 30mg/kg, 10 ug i.t); naproxen (NSAID/saline/i.p. 30mg/kg, 10 ug
i.t); etanercept (TNF blocker/saline/s.c./ 10mg/kg). Dessa @mnen anvandsi méanniska. Vi forvantar oss
darfor bara specifika effekter pa sensorisk kansighet utan bieffekter eller toxicitet.

Vi kommer att behdva leverera agonister eller antagonister for receptorer utan kand ligand av
GPCR-klass, som uttrycksi nociceptorer eller andra nervceller av "kanslighets natverket".
Pyrrolidinditiokarbamat (PDTC) eller liknande kandidatagonist ska levererasip eller sc med max
koncentration & 100 mg/kg fér max 15 injektioner med minst 2 dagars intervall. Anda @mnen med
samma syfte och forvantade egenskaper kan anvands ocksa. Eftersom dessa receptorer uttryckesi
sel ektiva nervcellspopul ationer, blir paverkan av djur begransad till studerad just dom cellernas
funktion.

Proliferations analyser
For att markera celler som delar sig behdver vi injiceramoss med BrdU (50mg/kg kroppsvikt), EJU
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eller liknande i maximalt 500 ul koksaltlésning i.p. For att fa en bild av celldelningen under en langre
tid kommer mdssen att injiceras dagligen i maximalt 7 dagar.

| vissafall for att aktivera syntetiska gener, deras produkter eller endogena produkter kommer vi att
administreratill djur specifika @mnen, inklusive:

Tamoxifen (TAM, 140 mg/kg dvs ca4 mg/injektion, i.p, p.0.), 40OH-tamoxifen (max 100 mg/kg, dvs ca
3 mg/injektion, i.p, s.c, p.0.), doxycycline (p.o. som gavage eller med dricksvatten), Ru486
(Mifipriston, max 20mg/kg, dvs ca 0.5 mg/injektion; i.p, s.c, p.o.) eller andra amnen som inte har nagon
systemisk péverkan pa djuren. Amne administreras (max 6 ggr/djur, max 1 gang per dygn) genom oral
gavage (sondmatas), intraperitoneal (ip) injektion pa draktiga honor, vuxnadjur, i sillsyntafall da
rekombinationen inte & fullstandig kan behandling komma att behdva upprepas dtminstone en vecka
senare. TAM ges som max 12 leveranser. Andra @mne (for aktivera syntetiska gener) ges som max 5
injektion. Ungamoss (fodsel till och med 3 veckor) kommer att i. p injicerasistéllet (fr.o.m P5, max. 20
mi/kg), men vid mojlighet kommer lakterande honor sondmatas med TAM i syftet att Overfora
substansen till ungarnaviamjélken. | dettafall gors hogst fem (5) sondmatningar per laktations
tillfalle/kull. TAM l6sas upp i korn/majs olja eller liknade (10-20 mg/ml). Bade hard och mjuk sond
kan komma att anvandas for beroende pa stam och vad den som utfér administrationen &r upplard pa

Dessa dmnen anvands ofta i smérta/neurovetenskapliga studier i mdss och de orsakar ingen
biverkning/toxisk effekt. Saledes, det & injektion 5dva som paverkar djur mest. Administrering av
tamoxifen till draktiga honor kan ledatill forlossningskomplikationer . | ett sadant fall tas fostren ut
genom kejsarsnitt och de nyfodda flyttastill fostermodern.

Sammanlagt antal injektion ger olika klassificering av svarighetgrad:

i.p., S.C, p.o.: 1-7 injektioner —milda, 8-35 injektioner — méttlig; i.t: 1-3 injektioner méttlig. Djur
kommer att uppleva mindre stress och obehag i samband med administrering av dmnena.

Syntetiska gener/promotorer har designats for att regleras av vissa av dessa dmnen men amnena skainte
paverkaresten av genomet eller ledatill paverkan padjuret.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa

Kontroll av genuttryck med syntetiska &mnen & en av de mest kraftfulla metoder att studera funktionen
av olika gener och celltyper for kroppens fysiologi och patofysiologi, inkluderande kronisk smérta.
Leverans av aktivering/hdmning amne utfors for att studeraroller av signalvagar i olika
smartmekanismer.

Injicering i tassen (i.pl) behdvs for att studera lokala mekanismer i tassen inkl. signalering mellan
cellerna som kontrollerar kénslighet i huden.

Beskrivning av vad som ska goras for att minska djurets lidande — bade far makologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Proceduren utférs av utbildad personal. Den minst invasiva metoden for administrering som till&ter att
malet for experimentet uppfylls kommer att anvandas. N&r upprepadei.p och s.c. injektioner utfors
varieras injektionsplatsen pd samma djur for att undvika inflammation/irritation. 1.t. injektion utfors
under narkos.

Om ip administrering sker upprepade ganger sa pal peras buken fore varje administrering. Mdss med
peritonit avlivas.

Atgard 3: Sensoriska beteendetest och sensorisk stimulering

Ingdende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utséttas for inklusive forsoksperiodens 1angd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

For att undersoka hur olika atgarder (andring av genuttryck, sjukdom modell osv) andrar kanslighet
kommer olika sensoriska test att utforas. Maximalt totalt sensoriskatest (fran ett set av olikatest, se
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nedan) per djur som kan utforas varieras mellan forsoksgrupp. For denna grupp utfors maximalt 45 test
per djur med maximalt 5 test per djur/dag (i max 10% av djur 6 test kan utféras per dag, max 2 sddana
dagar, se nedan). Maximalt kommer sensoriska test att utforas under 10 dagar for denna férsoksgrupp.
Djuren kommer maximalt att varai experiment for att testa sensorisk kanslighet under 9 timmar per
dag, inklusive habituering. Den storsta tiden under forsoket kommer djuret att vanta pa sin tur att testas.
Vid nagra dagar (maximalt tre for varje djur) kan kombinationer av sensoriskatest att ersittas med en
sensorisk stimulering som ofta ar en starkare aktivering av sensoriska nervsystemet an att bara méta
sensorisk kandighet. Sensorisk stimulering &r en applicering av en specifik stimulus. Sensoriska
stimuleringar kombineras aldrig med varandra eller kanslighetstest under sasmma dag.

Under maximalt tva dagar kommer sensoriska test kombineras med administrering av amnen som styr
genuttryck eller kontrollerar receptor aktivitet. Amnen administreras maximalt 2 ganger genom
injektion systemiskt eller lokalt till omradet for sensorisk stimulation. Detta kommer att klargora hur
olikasignalvagar paverkar kanslighet for olika typer av kansel (tex varme, kyla och mekanisk
kandighet). Vid de tva dagarna som @mnen administreras kan maximalt 6 sensoriska test utforas istéllet
for 5. Typiskatest inkluderar 3 test innan och tre test efter att amnet administrerats.

Mindre dn 10% djur kan haen eller tva dagar med 6 test per dag.

Hur testerna kan kombineras med varandra— se under testerna beskrivning nedan.

Den totalatiden djuret &r i experiment & ofdrandrat och & maximalt 6 timmar under en dag.

Varje sensorisk test/stimulering nedan kan komma att kombineras med optogenetisk stimulering
(LED-ljus). Sadan LED-ljusexponering kan appliceras antingen samtidigt med testning/stimulering eller
fore detta (maximalt i 60 minuter). LED-belysning levereras direkt fran handhalna LED-lampor, via
optisk fiber, alt kan LED-belysning tillhandahallas genom att placera musen pa"DISCO-golv" (se plats
preferens test nedan).

Langvarig ljusstimulering kan appliceras pa antingen vaket eller sovt djur under hogst 1 timme (det
totala antalet anestesier per djur & 5). Ljus exponering innan sensorisk test (bl.a pa sovda djur) utfors
for aktivering archaerhodopsin med syfte att hyperpolarisera cellmembranet. Detta minskar nervcellers
aktivitet och effekten fortsitta efter LED exponering upphort, dven nér sensorisk test utfors pa djur efter
de vaknar.

Nér LED ljus kombineras med sensoriskatest, anvander vi ljus med sa | &g effekt ljuset galvt (ensamt)
inte har nagon effekt pa musen (baserat pa beteende). | négra situation kommer vi appliceras baraljus
(utan sensorisk test) med hoge effekt. Sadan ljus har liknande effekt pa djur som sensorisk test. Nedan
beskrivs de olika sensoriska testen (motiveringen for klassificeringen av svarighetsgraden for olika
sensoriska test ges nedan under beskrivning av hur djuret kommer att paverkas av dtgarden).

1. Kemisk kandighetstestning (svarighetsgrad: avsevérd).

Vi behdver méta kéndighet for kemisk utlésande stimulus (inklusive smarta (akut och inflammatorisk)
och kléda). Mossen hdllsi plast-/glascylindrar pa natgolv mellan 30 min och 1 timme for habituering.
Dérefter injiceras 6nskad |6sning i huden. Oftast blir det intraplantar (i.pl, d.v.sini trampdyna,
maxvolym 25 ul ) men kan ocksavaras.c och i.d. (kénselutl6sande amne; s.c (maxvolym 250 ul), i.d
(maxvolym 5 ul ), en injektion per tillfélle). Djuret & sovt maximalt 10 minuter under i.pl/i.d.
injektionen och darefter méats djurets beteende som svar pa amnet. Vid métning av beteende placeras
djureni en plast-/glascylinder pa nétgolv/glas for observation. Saledes vaknar djuret direkt pa arenan
(om observationen utfors omedel bart, till exempel efter injektion av capsaicin eller formalin) eller sétts
tillbakatill buren for att dterhamta sig for senare observation (till exempel efter injektion av
karragenan). Varaktigheten och karaktaren av reaktionen (lyfta, skaka och slicka pa tassen etc.)
registreras under en maximal period av 90 min (efter amne injektion).

Maximalt behGver vi gora 3 kemiska stimuleringar per djur (max 2 av dem somi.pl, alltid pa olika plats
och olikatillfalle). Om i samma omrade pa huden—maximal 1 per djur.

K &nsel utl 6sande dmne:

2,5 % |dsning av karragenan (i 0,9 % saltldsning / PBS); 6% senapsolja, nervtillvaxtfaktor (eller andra
substanser som aktiverar sensoriska neuron lokalt i huden enligt internationella rapporter), formalin
(upp till 4%), 0.5 mg/ml kapsaicin, 0.8 mg/ml mentol, cinnamal dehyd, kl&dstimulerande substanser
(inklusive PAR2 mot 48/80, klorokin, klarakinin, serotonin (5HT)), 3 mg/ml icilin eller liknande.

2. Plats preferens (ringa/méttlig)

| "place preference” test kommer djuret att placerasi en arena som bestar av tvalador (ca 15 x 15 cm)
andutnatill varandra. | varje |ada kan golvet eller/och vaggar belysas utifran med ett starkt ljus av olika
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vaglangd (ett "DISCO-golv"). Detta aktiverar eller stanger av neuronal aktivitet hos specifika
nervcellspopulationer som uttrycker ljuskansliga proteiner (s.k. optogenetisk stimulering). Dessutom
kommer golvets temperatur i den enaladan (I&dan 1), fixeras mellan -0oC och + 520C (som

kanns’ obehaglig”), medan golvet i den andra ladan (Iadan 2), kommer behdllasi mer behagligt
temperatur. | dom flestafall & det mellan +150C och +350C (djur har minimala preferenser inom detta
temperaturintervall under utforskning fas dvs férsta 15-20 min pa stor arend). | nagrafall dock maste
temperaturen av golvet i 1adan 2 sattas pa mindre behaglig temperatur. Denna temperatur definieras
som temperatur dar djur drojer sig kvar &minstone 20% av tid i jamférel se med vanligt behagliga
temperaturen (mellan +150C och +350C). S&dan experiment kravs for att uppna specifik vetenskapligt
data, till exempel for att studera om specifik cell grupp &r inblandad vid diskriminering mellan t.ex
100C och 50C €eller 370C och 400C . | borjan av experimentet kommer musen placeras pa golvet med
mer behagliga temperaturen.

Arenan kommer att dvervakas (manuellt eller via automatiserat videosystem), och djurensfria
forflyttning mellan 1&dorna sparas. Varje experiment tar inte mer an 30 minuter per djur. Djur kommer
att habitueras for begransning i maximalt 5 dagar (behover inte varai f6ljd) i upp till 30 min varje dag.
Troskel-tiden for djur att stanna kontinuerligt p& obehagsplattformen ar lika mycket som 5 génger
maximal observerad uppehalstid for kontroldjur (av samma stam/genetisk bakgrund) for denna
temperatur. Detta sensoriska test kan komma att kombineras med kemisk kanslighetstest (ovan).

Samma férsok som beskrives ovan kan komma att utféras anvéndande golvunderlag med olika textur
eller objekt med olika form/textur/material. Dennatestvariant &r ringa.

Samma forsok som beskrivet ovan kan komma att utforas anvandande substanser (se ovan) istéllet for
ljus. | dessafall injiceras kanselutl6sande @amne enligt ovan i en av de tvaladorna en gang per dag i tva
dagar och darefter sparas vid senare dagar djurens forflyttning mellan |adorna. | det fall &mnen orsaka
obehag kan detta métas genom att djuret valjer att vistasi den andra lddan déar dom inte har fatt
substans. Denna testvariant & mattlig.

3. Randall-Selitto Paw Pressure test (mattlig)

Vi behtver anvanda Randall-Selitto Paw Pressure test (IITC Life Science, CA, USA). Detta etablerade
beteendetest anvands for att méta mekanisk nociceptionstroskel. Under tillvanjningen placeras musen i
en fixerande sele under max 15 min/dag i maximalt 5 dagar innan test utfors. Testet bestar av
applicering av en gradvis 6kande mekanisk kraft till baktassen av det fasthdlIna djuret med anvandning
av en Randall-Selitto sond tills sensationen nar en niva som utloser tillbakadragande av tassen och
kraftnivan registreras. Sonden (typ, stor pincett) kopplastill en digital kraftgivare for att fa vardet pa
kraftpdverkan. Upp till 8 separata métningar (omvaxlande; max 4 per tass gestill de bada baktassarna)
kommer att appliceras med 1 till 10 min intervall och den genomsnittliga maximala intensiteten av
trycket definieras som medeltroskelvarde. Testet kan komma utféras ocksa pa djur som & fasthdllnavia
enhandsgrepp om rygghuden. Totalatiden for en testomgang 6verstiger inte 60 minuter (vanligt blir 40
eller lite mindre). For att undvika vavnadsskador appliceras aldrig krafter dver 600 g (5.9 N).

Denna applikation kan ocksa upprepas mellan 9 och 24 ganger (med 1-5 min intervall per djur och 2-10
min intervall per tass; inte mer &n 12 per tass, total maximal tid av stimulering inkl. intervall - 1.5 h).
Ett sddant experiment klassificeras som sensorisk stimulering och kommer inte att kombineras med
nagon annat test eller stimulering under dag.

4. Pressure Application Measurement (PAM; méttlig)

Detta beteendestest anvands for att méta den statiska mekani ska smérttroskeln for ben och leder. Djuret
fixeras viaforsiktigt fasthallen via enhandsgrepp om rygghuden. Testet bestér av applicering av en
gradvis 6kande mekanisk kraft till kné&/ben med hjélp av en PAM sond (Ugo Basile, Italy) tills
sensationen nar en niva som utloser tillbakadragande av benet och kraftnivan registreras. Sonden
kopplastill en digital kraftgivare for att fa vardet pa kraftpaverkan. Vi behover gora maximalt fyra
separata métningar (tva per ben) med 1 till 10 min intervall och den genomsnittliga maximala
intensiteten av trycket definieras som medeltréskelvarde. Total tid fér en sessionstestning overstiger
inte 35 minuter. Ingen kraft dver 700 gram kommer att appliceras, for att undvika vévnadsskador. PAM
har hogre max troskelvérde &n Randall-Selitto eftersom stimuli applicerastill ben/kna och inte tass.

5. Radiant heat (inklusive Hargreaves test; mild)
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For dettatest placeras mossen ovanpa en glasyta eller ett tradnét och far 20-60 minuter for habituering.
Radiant heat apparaten halls for att fokusera ljusstrale pa en tass, svansen eller annan hud.
Stimuleringen avlagsnas nér en tillbakadragning av tassen sker (alt. svansen eller annat beteende om
strdle riktades till annat hudomrade) observeras och reaktionstiden registreras. Om ingen
tillbakadragning av tassen observeras kommer enheten att tas bort efter maximalt 20 sekunder for att
undvika vavnadsskador. Denna stimulering kommer att ges maximalt 5 ganger for varje tass (hud
omrade) med 1-10 minutersintervall (maximalt totalt 10 véarme appliceringar per djur/5 per tass/1
timme per djur (om utfors som separat test).

Denna applikation kan ocksa anvandas for sensorisk stimulering och upprepasi de fallen mellan 11 och
30 ganger (tidsintervall 1-10 min mellan applikationer, inte mer an 30 per tass, total maximal tid av
stimulering inkl. intervall - 2.5 h). Ett sddant experiment klassificeras saledes som sensorisk
stimulering, inte som sensorisk test och kommer inte att kombineras med ndgon annat test eller
stimulering under dag.

6. Icke sméartsamt aceton test (mild)

Stimuleringsparametrarna (temperaturen som huden ndr) i dettatest & inte helt kontrollerade. Trots det
anvands dettatest i de flesta studier for kylkanslighet och darfor &r det viktigt att vi utfor det testet
ocksa for att jamfora vararesultat med tidigare resultat.

Vi behover dettatest for undersoka kanslighet for kyla. Méssen kommer att placeras ovanpa ett tradnat
och tilldtas habituering under max 60 minuter innan testet paborjas. En droppe av aceton appliceras
forsiktigt till baktassen fran en 1 ml spruta (direkt eller med hjédp av ett polyetenrdr ovanpa en 23G
ndl). Varaktigheten och karaktaren av reaktionen (lyfta, skaka och slicka pa tassen) registreras under 1
min. Varje test bestdr av maximalt 10 repetitioner (applicering av droppen, vanligtvis 6 repetitioner, 3
per tass), vaxelvis mellan bada tassarna med 1-10 minuters intervall. Total maximal test tid & 4 h (inkl.
habituering).

Denna applikation kan ocksa upprepas mellan 11 och 50 ganger (med sammatidsintervall, inte mer an
30 per tass, totalt maximal tid for stimulering inkl intervall - 1.5 h). Ett sddant experiment klassificeras
som sensorisk stimulering och kommer inte att kombineras med ndgot annat test eller stimulering under

dag.

7. Openfield (ringa)

Vi behdver anvénda "open field"-liknande test som innebér observation och registrering av oprovocerat
beteende av fritt rorligaméssi ”open field” arena, CatWalk (Noldus Inc.) eller liknande. Upp till tre
objekt (av olika form/textur/material) kan finnas pa arenan for att registrera hur musen interagerar med
dem. Bara objekt som inte forvantas ha nagon negativ paverkan pa djuren kan anvandas. Musen kan
observeras av en forskare, filmas, alt rérelse & annat beteende registreras av video trackning, infrarod-
elektrisk kapacitet, registrering eller annat icke-invasivt system. Maximalt: 60 min habituation plus en
30 min observationstid. Maximalt tre olika varianter av detta test kan utféras under en dag pa samma
djur. D& olika arenor anvands och varje variant réknas som ett separat test.

8. Pinprick (mild)

Detta test anvands som ett av standard neurologiska testen for att utvardera kénslighet hos méanniska.
En ndl (23-30G) appliceras forsiktigt till den plantaraytan av baktassen (utan att penetrera huden) paen
mus som sitter pa ett galler och kan rérasig fritt. Ett svar definieras som att musen lyfter, skakar eller
slickar baktassen, Max totalt 14 st applikationer (med 5-15 min intervall) applicerastill enaeller bada
baktassarna (omvéaxlande; max 7 nalapplikationer per tass gestill de bada baktassarna). En
experimentserie utfors per dygn som tar max 2 timmar (max totalt 14 st nalapplikation per djur/7 per
tass) alt 2 serier av max 1.5 timme per serie (max totalt per dygn per djur: 3 timmar/22 ndl applikationer
/11 per tass).

Denna applikation kan ocksa upprepas mellan 23 och 46 ganger (med sammatidsintervall, inte mer an
22 per tass, totalt maximal tid av stimulering inkl intervall - 1.5 h). Ett sddant experiment klassificeras
som sensorisk stimulering och kommer inte att kombineras med nagot annat test eller stimulering under

dag.

9. Von Frey (mild)
Detta test uppméater mekanisk kanslighetstroskel. Mossen hdllsi plast/glas cylindrar pa nétgolv i mellan
max 30 min och 2 timmar for habituering. Kansligheten méts genom upprepad applicering av olikaVon
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Frey-filament (varierade mellan 0,008 och 4g). Tillbakadragning eller ryckning av tassen registreras.
Maximalt 50 applikationer av von Frey-filament utfors (de flesta av dem leder inte till ndgon reaktion).
Test tiden & maximalt 3 h min per djur.

Denna applikation kan ocksa upprepas som sensorisk stimulering och i dessafall mellan 51 och 120
ganger (med sammatidsintervall, inte mer &n 80 per tass, totalt maximal tid av stimulering ink
lintervals - 1.5 h). Ett sadant experiment klassificeras saledes som sensorisk stimulering och kommer
inte att kombineras med nagot annat test eller stimulering under dag.

10. Pensel test (mild)

For dettatest (Pensel test eller Dynamic Mechanical Allodynia) kommer mossen att placeras ovanpa ett
trédnat och tillats habitueras under 30 minuter till 2 timmar. L&tt mekanisk stimulering (som t.ex tryck
eller "pendingsrorelse”) med mjuk pensel, bomullspinne osv appliceras pa baktassen (dorsal eller
ventral). Varaktigheten och karaktéren av reaktionen registreras under 1 min. Musen demonstrerar
ryckning, grooming eller skaking av tassen. Varje test bestar av maximalt 10 repetitioner (1&tt tryck med
pensel, max 5 per tass), vaxelvis mellan bada tassarna med intervall pAminst 10-60 s, for att fa
medelvardet for enskild mus.

Denna applikation kan ocksa upprepas mellan 11 och 50 ganger (med sammatidsintervall, inte mer an
25 per tass). Ett sadant experiment klassificeras som stimulering och kommer inte att kombineras med
nagot annat test eller stimulering under dag.

11. Troskeln for termiskt obehag (mattlig)

Detta & en tidigare publicerad metod (Gentry et al. Molecular Pain 2010, 6:4) for att méta tréskeln for
termisk smérta, vilket & mer relevant for studier av termisk hyperalgesi och alodyni. Djuret &r fixerad
viaforsiktigt fasthdllen via enhandsgrepp om rygghuden och varje baktass placerasi sin tur pa ytan av
kylplattan. Darefter registreras hur 1ang tid det tar innan musen drar bort benet fran plattan. Upp till 6
separata métningar (omvaxlande mellan tassar; max 4 per tass gestill de bada baktassarna) kommer att
appliceras med 2 till 10 min intervall for att definieramedel drojsmalstid for tass tillbakadragande.
Avbrytningstid beror patemperatur och féljer linjen: 150C — 30s, 100C — 25s, 50C —20's, 00C — 15 s.
Plattan kan séttas in vid temperatur mellan 0oC och 500C. Djur kommer att habitueras for begransning i
maximalt 7 dagar (kommer inte varai foljd) i upp till 15 min varje dag.

Denna applikation kan ocksa upprepas mellan 7 och 12 ganger (med samma tidsintervall, inte mer an
12 per tass, totalt maximal tid av stimulering inkl intervall - 1.5 h). Ett sadant experiment klassificeras
som sensorisk stimulering och kommer inte att kombineras med ndgot annat test eller stimulering under

dag.

12. Hot/Cold plate (méttlig/avsevard)

Testet utfors genom att sétta djur pa en platta (metall eller glas) med temperatur mellan -50C till +55
oC medan djurens beteende observeras. Habituering utfors i hogst sju dagar genom att sétta djur pa
plattan som héller omgivningstemperatur under hogst 30 minuter. Testet genomforsi ett av tva
aternativa varianter:

1) Méttlig variant: latensen for den forsta reaktionen (skaka, slicka, hoppa) registreras och
datasdjuretbort fran plattan. Den maximalatid som ett djur kan stanna kvar pa plattan kallas for
avstangningstiden och definierasi denna fallet som dubbel maximal reaktionstid av kontroll djur. Om
ett djur uttrycker inga eller inte tillréckliga reaktioner, ska det inte |lamnas langre pa plattan an den
musstam-specifika avstangningstiden..

2) Méttlig/avsevard variant: ett djur stannar kvar pa plattan och antalet, varaktigheten och karaktaren pa
beteendeaktionen (lyft, skakning osv.) registreras. Avstangningstiden: +550C- 30s; +520C- 60s;
+500C- 90s; -50C/480C— 2 min; 470C — 3 min; 460C — 4 min; 00C —5 min.

Motivation for den avsevérda varianten: nar djur utsétts for obehaglig temperatur uttrycker de tvatyper
av beteenden, som formedlas av tva olika neuronala véagar. Den enatypen av beteende (t.ex tass
lyftning) &r en reflex vilket kommer férst under obehaglig stimulering och antas formedlas av
ryggméargsnervbanor (dvs lokalareflexvégar i ryggmargen). Den andratypen av beteende (t.ex. tass
"bevakning” och slickning) kommer senare, och kallas fér " coping” dvs omhéandertagande beteende och
involverar andra populationer av celler i ryggmérgen och ocksa specifika nervcellspopulationer i
hjarnan. De tva olika typer av beteende visar darfér inblandning av olika (nerv) cells populationer och
signalbanor och det &r viktigt att de dvervakas tillsammans, &ven om "coping” — beteendet upptréder
med en viss fordréjning, vilket innebér att djur maste stanna langre kvar pa plattan. Detta & standard
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for att registrera” coping” beteende och det finnsingen annan metod for att urskilja detta beteende
eftersom det visar sig med en visstidsforskjutning (dvs efter "reflex” beteende) under exponering till
obehaglig temperatur.

Den andra variant av Hot/Cold plate test rubriceras generellt som avsevard, men kan klassificeras som
maéttligt om foljande kriterier uppfylls: &minstone 4 av 6 djur visar inga signifikanta spontana
smaértbeteenden (tasslyftning, skakning osv) 20 min efter testslut. Djuren observeras da 5 minuter efter
det har varit pa behagligt stélle under 20 min. Dvs, vi tycker att detta experiment & avsevard om
"medel” djur upplever obehag/smérta langre &n 20 minuter efter exponeringen till obehaglig temperatur
har upphort.

Inga djur kommer att fa vavnadsskada av de anvanda temperaturerna, aven om deibland ligger Gver
troskeln for upplevd smarta. Djur kan alltid flytta kroppshalIning och vaxla fotter for att stédja kroppen
vilket gor att djuren kan paverka exponeringen av smartstimuli.

13. Kyl/varme-smarttest (méattligt)

M Gssen kommer att placeras ovanpa ett trédnét och till &tas habituera under 30 minuter fore testet
paborjas. 1 ml spruta fylld med en |6sning (t.ex. vatten, aceton, ethanol/vattenblandning) hdlls sa att
temperaturen av |8sning inuti sprutan ligger mellan -200C och +500C. En |6sningsdroppe appliceras
forsiktigt painnersidan av en baktass (droppens temperatur ndrar snabbt redan innan droppen
appliceras). Varaktigheten och karaktéren av reaktionen (lyfta, skakaregistreras under 1 min. Varje test
bestar av maximalt 8 repetitioner (applicering av droppen), véxelvis mellan bada tassarna med 1-10
minutersintervall. Total maximal teststid &r 1 h (habituering g inréknad).

Denna applikation kan ocksa upprepas mellan 11 och 50 ganger (med tidsintervall 20 sec -5 min, inte
mer an 30 per tass, max tid 90 min). Ett sddant experiment klassificeras som sensorisk stimulering och
kommer inte att kombineras med ndgot annat test eller stimulering under dag.

14. Klam test (méttligt)

Detta test méter mekanisk kanslighet. M dssen placeras pa en arena/metalInét i glascylindrar (i likhet
med hur von Frey test utfors) under max 30 min med en 2 h habituering. En " Alligator nypa’ sétts fast
patassen under max 1 min (kraften i nypan &r cirka 300-400g). Efter att nypan har tagits bort
observeras djurens beteende under max 20 min och slickning, tass-skakning méts. Ett maximum av 5
applikationer utfors med intervall om minst 10 minuter, max 3 per tass/dygn. Test tiden & maximalt 60
minuter per djur exkluderande habituering. Nypan tas bort omedelbart ifall djuren uppvisar en stark
reaktion (skakar tassen mer &n tva ganger, hoppar eller vokaliserar). Dock &r sadant beteende €j
beskrivet i litteraturen varfor vi inte forvantar oss dennatyp av beteende.

Detta test kan inte kombineras under samma dag/djur/tass med Randal-Selitto testet. Applicering av
aligator nypa resulterar aldrig i vavnandsskada, som tex skada pa huden eller srbildning. Som mest
observeras att huden uppvisar en svag rédhet som forsvinner efter ndgra minuter.

Detta test kan ocksa anvandas som sensorisk stimulering och i dettafall kan den upprepas max 20
ganger (med sammatids-intervall, dock € mer &n 10 ganger per tass, mastid for stimulering
inkluderande intervall 1.5 timmar). Detta experiment &r klassat som sensorisk stimulering och kan g
kombineras med andratest eller stimuleringar under samma dag.

15. Rotarod (mattlig)

Detta test utvarderar motorkoordination, balans, greppstyrka och motorinl&rning hos méss som befinner
sig pa en roterande stang som & ca 3 cm i diameter och star pa 30 cm hojd ovanfor apparatens bas (Ugo
Basile, Comerio VA, Italien). Habituering/traning: musen placeras pa en stdng med konstant roterande
hastighet (2-5 rotationer per minut (rpm)), i maximalt 180 sekunder per dag i upp till 5 dagar i fdljd
(eller med upp till 3 dagarsintervall). Testet utfors pa samma sétt, men efter att djuret sétts pa stangen
borjar den accelereralangsamt upp till 60 rpm. Djuret faller fran stangen efter nagon tid och dennatid
registreras som ett matt pa motorisk prestanda. Detta test kan varamaximalt 5 minuter och kan
upprepas max 4 ganger (i.e. maximalt 20 min per dag/djur). Mellan testen sétts musen tillbakatill
hemburen i minst 30 min.

16. Balktest (mild)

Detta test uppméter motorkoordinering. Mssen kommer ga fran en plan plattform till en annan plan
plattform langs en smal plan yta (ett "beam” (balk), mellan 5 och 30 mm bred och ca 1 m lang, forhajd
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ca 0,5 m 6ver bordsytan). Musen trénas under upp till 5 dagar (efterféljande eller med ett till tre dagars
intervall) med maximalt 5 forsok varje dag (inte mer &n 30 min totalt). Pa testdagen registreras den tid
som behdvs for att korsa”balken” och svarigheter med detta uppdrag registreras. Varje djur far gora
upp till fyratestforsok pa testdagen.

Nedan kombinationer av test kommer inte att utféras under samma dag:

1) PAM; Randall-Sdlitto;

2) Icke smértsamt aceton test; Kylsmaérttest; Tréskeln for termiskt obehag (for kyla);3)

Radiantheat; Tréskeln for termiskt obehag (varme); Hot plate. 4) Pinprick; Klam test; Randall-Sdlitto.

Klassificering av svarighet av sensoriska test:

* Ringatest (ingen stimulus appliceras eller djur bestammer sdv om att flytatill omrade
varstimulusappliceras): Plats preferens, openfield

* Mildatest (djur har méjlighet att flytta fritt frén stimuli innan den nar niva av obehag/sméarta):
Balktest, von Frey, Pensel test, Pinprick, Radiant heat, icke smartsamt aceton test;

* Méttligatest (stimulus nivakan na niva av obehag/smarta men stimuli applikation upphdr i
sambandmed djurens reaktion eller om det visas att djur upplever smérta under mindre &n 20 minii
samband med test): Hot/Cold plate, Tréskeln for termiskt obehag, Rotarod, Randall-Selitto, Pressure
Application Measurement (PAM), Klam test och Kylsmérttest.

* Avsevardatest (test som kan orsaka smarta men stimuli upphér inte &en om stimuli nér en niva
somorsakar obehag/smérta eller visar smartbeteende 1angre &n 20 min efter stimulus applikation
upphort): det géller sarskild for Kemisk kanslighet testning med karragenin och formalin och nagra
variant av Hot/Cold plate test.

Sensorisk testning utfors med minimalt 2 dagar emellan. | enskilda fall kommer vi behtva utfora tester i
maximalt tre dagar i rad. D& kan vi anvanda max 3 test per dag fran ringa test och foljande mildatest:
von Frey, Pensel test, Radiant heat, icke sméartsamt aceton test.

Under en dag med sensoriska test kan samma djur fa maximalt en avsevérd och 2 méttliga test.
Maximalt kan 5 avsevardatest utforas per djur i denna grupp, bland dem, kemisk kanslighetstest kan
utforas max 3 gang per djur (en gang per samma omrade pa huden). Maximalt kan 12 avsevarda test
utforas per djur om den inte utsétts for ” centrala mekanism” atgard, bland dem, kemisk kanslighetstest
kan utféras max 3 gang per djur (en gang per samma omrade pa huden). Om djur utsétts till "den andra
atgard av centrala mekanismer", utforas max 3 avsevarda test per djur.

For maximalt test, av de avsevarda och testning dagar per djur i allaférsoksgrupp, se Bilaga 1, sida 2.

Djur kommer att uppleva stress och besvér, ibland &ven smértai samband med sensorisk testning. De
flesta av vara sensoriskatest kraver stimulans av stillastédende djur. Sadan position forutsétter att ett djur
ar helt n6jd med sin nyfikenhet, dvs férlorat intresse fér miljon som ett resultat av utforskningar. Det &r
det som ar syftet med en habituering. C57bl6-mdss (de flesta av vara stammar har denna genetiska
bakgrund) & valdigt aktiva och det tar upp till en timme for dem att lugna sig efter habituering. Nér det
passar anvander vi en habituering for flera test, men det & endast majligt for test som utfors pa samma
plattform/arena. Om djuret maste flyttastill en annan plattform for testning (dvs miljon andras) behover
Vi upprepa habituering. Med denna motivation behdver vi hamaximalt 2 timmars habituering per dag
plus upp till 6 timmars testning (totalt — 8 h).

Djur kan ofta under dennatid hamna mellan somn och vakenhet vilket tyder pa att de inte stressas. Vi
anser darfor att dessa test inte medfor sarskild stress/ lidande for djur eftersom 1) djur tycks villiga att
utforska nya miljoer; 2) de flesta av vara sensoriskatest utfors pafritt rérligadjur, s att de altid har
mojlighet att flytta pa sig nér stimulans nér (eller narmar sig) en obehaglig niva. | de flestafall blir tiden
for testning mindre &n den maximal som vi uppger i ansdkan.

Djuren kan uppleva stressi samband med beteendef érsoken men om detta utfors repetitivt och likadant
varje gang minskar stressen avsevart.

For detta och andra férsdksgrupp gor den minsta tiden mellan sensorisk testning (minst 2 dagar mellan
varje testomgang) att djuren hinner &erhamta sig fullt innan nasta test. Detta bekréftas av att
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kansligheten mellan olikatestdagar inte forandras hos djuret. Testen i sig paverkar sdledesinte
smartkansligheten.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sitt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa

Dessatest & véletableradei litteraturen och gor det mgjligt att jamfora hur olikatyper av kénslighet
paverkasi sammadjur. Det & viktigt att anvanda etablerade metoder for att jamfora nya resultat med
gamla

Vi behover utfora manga kombinationer av sensoriskatest for att forsta vilken typ av dverkanslighet
och neuron som & inblandade i det normala djuret och vid olika typer av kronisk smérta. Motivering
for behovet av maximalt fem sensoriska test per dag.

Vi kan inte anvanda férre &nh maximalt antalet test per djur under dag av féljande skdl: varje specifik
smartmodell (dvs denna forsoksgrupp samt nedan forsoksgrupper) &r i viss grad individuell mellan djur
eftersom flera olika neuronala popul ationer arbetar tillsammans for att paverka kansel och dom gor det i
olika grad for olika typer av kansel. Pagrund av detta paverkas olika typer av kansel i olika grad hos
enskilda djur. Sdledes maste vi ha mojlighet att jamfora resultaten av olikatest som erhallits fran ett och
samma djur. Med andra ord, att testa ett djur i fem test ger mycket mer information &n att testatvadjur i
tvaeller tre olikatest vardera. Information om hur varme, kyla, mekanisk aspekt av smarta och klada
paverkar samma organism (korrelerar med varandra) ar en viktig aspekt som aterspeglar molekylara
och celluldra mekanismer av smarta, vilket ar det vi studerar.

Beskrivning av vad som ska goras for att minska djurets lidande — bade far makologisk lindring och
ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Djur kommer att habitueras fore testning. Nar majligt anvands mindre innvasiva test och test som
baseras pa fri rérlighet hos djurens beteende. Stimuli applikation kommer inte att upprepas fler ganger
an vad som kravs for att fa métningar som ger hog reproducerbarhet och kéndighet.

Undantag

e Soker undantag fran kravet pa smartstillande behandling eller avlivning efter ingrepp nér ett djur kan
upplevasmartaenligt 11 kap. 8 § L 150.

Motivering: Djur kan inte ges smértstillande behandling eftersom studerar vi smérta och behéver
méta kanslighetstroskel.

Atgéard 4: Rutiner under kirurgiskaingrepp

Ingaende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utsittas for inklusive forsoksperiodens |angd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Denna étgard beskriver allman praxis som vi anvander for olika kirurgiskaingrepp. Beskrivning av
specifika kirurgiska ingrepp ges nedan i denna foérsoksgrupp. For alla kirurgiska ingrepp kan alternativ
anestesi eller smartlindring ges vid behov efter rekommendation av veterinr.

* UNDER INGREPP

Under narkos (Iangre dn 15 minuter) ligger musen paen varm dyna (g i samband med avlivning). Om
narkos varar i mer an 45 min ges 0,25 ml steril saltldsning s.c. Darefter ges steril saltlésning (ca 0,25)
var 45 min av narkos. Detta kan utféras med nalen som sitter kvar sc under helaingrepp och riktas om
mellan injektioner. Narkos kommer inte att anvandas under en langre tid &n 3 h. Ogonsalva appliceras
for att forhindra korneal uttorkning under narkos (dock € i samband med avlivning).

* EFTER INGREPP

For alakirurgiskaingrepp kan det bli nddvandigt att sbva djuren samt att sétta nya suturer utifall att
nagon sutur skulle ga upp.

Smartstillande injektion ges vanligt som sc men i ndgra situationer kan ersttas med ip.

| vissa situationer kommer vi l&gga djur under narkos innan vi utfér ip eller sc-injektion (inklusive
smértstillande medel). Narkos kan vara att foredra nar injektion utférs pa nyligen opererade djur,
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sarskilt efter i.sp eller i.cr. T.ex. nédr i.p eller s.c utfors pavaknadjur, hdlls det med rygghudgrepp vilket
kan innebéra storning av det senaste kirurgiska saret. Detta kan resulterai onodigt djurlidande, 1angre
sarlakning och okad variation mellan djur.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sitt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa

Kirurgi & nédvandigt for olika anatomiska manipulationer, till exempel applicering av leveransvirus
eller andra sparningsforeningar till olika anatomiska strukturer.

Beskrivning av vad som ska goras for att minska djurets lidande — bade far makologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Denna &tgard beskriver allméan praxis for kirurgiskaingrepp och det mesta syftar till att minska djurens
lidande.

Kirurgiskaingrepp kommer att utforas under anestesi. For att minimerarisken for infektioner i samband
med ingreppet kommer aseptisk teknik och sterilainstrument att anvandas. For alla kirurgiskaingrepp
ges smartlindring vid behov efter rekommendation av veterinar.

Atgard 5: Spérningsamne leveranstill centrala nervsystem

Ingéende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utséttas for inklusive forsoksperiodens 1angd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Denna &gard anvandsi allaforsoksgrupper nedan.

Vi kommer att administrera AAV, Rhabdovirus, Lentivirus, HSV, annat virus eller sparningsamne till
nervsystem. Detta kan utféras som intratekal injektion, i.t., (som ar en injektion i subaraknoidutrymmet
dvsi cerebrospinavatskan, CSF, dvs. mellan ryggmérgen och inre ytan av ryggraden); intraspinal
injektion (dvs. injektion i ryggmargen), i.sp. och/eller som , injektion i hjarnan (intrakraniell injektion,
i.cr.) eller deras kombination.

Tidpunkten for &gérden kan skilja sig mellan djuren men detta paverkar inte djurens va befinnande. For
allman beskrivning av kirurgiskaingrepp se ovan atgard " Rutiner under kirurgiskaingrepp”.

INTRATEKAL INJEKTION kan utforas igenom hud eller med hudens 6ppnande (det kan krévas for
béttre precision vid injektion). Medan djuret & under narkos sc loka bedovning utféras. Da gors 2-3
cm snitt i huden, en 30-gauge ndl (eller liknande) sétts genom pa nedre delen av ryggen i ansutning till
L5 eller L6 nerven. Nalen kommer nafram till omradet mellan ryggkotornas spindsa och tvargaende
processer. Maximalt 10 ul volym av 16sning (virus eller annan) kommer att injiceras |angsamt. Efter
ndlen avlagsnas stangs huden med suturer. Efter dettaingrepp halls djuret under uppsikt tills det vaknar.
Djuret kontrolleras under 30 min efter injektion fér uppenbar motorisk férsémring. For intratekal
injektion med hudstppningen anvander vi lokalbedévning och Karprofen (en gang) alt Temgesic (2
ggr), scatip.

Denna dtgard har méttlig svarighetgrad. Djur kan komma att uppleva mindre obehag i samband med
anestesi och intratekal injektion.

INTRASPINAL (i.sp): Karprofen gest.ex s.c. Djur sovs djur med isofluran, sedan flyttas till
stereotaktisk ram pé en varmematta. Andningsnivan dvervakas konstant. Ogonsalva appliceras for att
forhindra uttorkning av hornhinnan under operationen. Avsedd del av huden &r rakad. Huden skdljs
med klorhexidinsprit, jodldsning eller likn. och lats torka. Ett 2-3 cm snitt gors paryggen (cervikal eller
lumbar). Ryggraden fixeras pa plats med hjalp av s.k. spinaladaptrar, och paraspinala muskler och
vavnader som omger dessa ryggkotor avlégsnas. Lokalbeddvning kan appliceras som liten droppe om
det inte hindrar uppndendet av experimentets syfte. "Ett litet hdl gorsi hinnan med en stalndl. En vass
glaskapillar placeras langsamt in i ryggmargen till onskat djup. Nar kapillaren & pa platsinjiceras cirka
300 nL viral (eller annat sparamne) 16sning i ryggmargen. Efter injektionen lamnas kapillaren kvar pa
platsi 5 min for att |atalosningen diffundera. Sedan tas kapillaren langsamt bort. Vi behover gora
maximalt 3 injektioner, med max 1,5 mm avstand till varandra for att levereralsningen till en stor del
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av ryggmargen. Efter injektionerna sys huden ihop med sterila silkesuturer (alt Supramid).

INTRAKRANIELL (i.cr.): Karprofen gest.ex sc. Djur sbvs med isofluran, sedan flyttas till
stereotaktisk ram pa en varmematta. Avsedd del av huden rakas. Huden skoljs med klorhexidinl6sning
eller jodlGsning och I&ts torka. Ca 1 cm langt snitt gorsi huden ovanfor skallbenet . Lokalbeddvning
kan appliceras som liten droppe om det inte hindrar uppnaendet av experimentets syfte. Ett litet hal
borras med en tandborr for att kunna na énskad del av hjarnan. En glaskapillar fylld med viral (eller
annat sparande amne) 16sning sanks langsamt till ratt djup. Nér kapillaren ar pa platsinjiceras cirka 250
nL l6sning langsamt i hjarnan. Nér injektionen &r klar |1amnas kapilldren paplatsi 5 minuter for att
tilldta diffusion av |6sningen. Glaskapillaren dras darefter [angsamt tillbaka under 15 minuter for att
undvika skada p& den omgivande vavnaden. Huden sténgs med silkesuturer (alt Supramid).
Lokalbeddvning (Xylocain-kréam eller Marcain) appliceras direkt innan ingrepp men om det finns risk
att detta kan paverka procedur negativet (t.ex om damne penetrerar ingreppsstalle) kan kramen appliceras
efter ingrepp istéllet.

For i.sp och i.cr administrationer, karprofen kan gesi upp till tre dagar ytterligare om ett djur uttrycker
tecken pa smarta eller lokal inflammation pa det opererade stallet. Normalt vaknar moss och aterhamtar
sig inom 10 minuter efter operationen. Vi 6vervakar dem i 15 minuter efter operationen. | de flesta fall
forvantar vi oss att de skarérasig fritt efter terhéamtning. Djur & kapabla att rérasig fritt for att na mat
och vatten. Dessa atgard har méttlig svarighetgrad.

Pa de flesta djur kommer bara ett ingrepp av de tre ovanfor beskriven utforas och detta klasseras som
méttligt experiment. Ibland kan kombination av maximal tvaingrepp (t.ex i.sp +i.cr; i.sp +i.sp eller
i.cr +i.cr) utforas med atminstone en veckas intervall. Tvainjektioner pa sammadjur & avsevéard och
skautforasi mindre &n 10% av djuren.

Djur upplever obehag och smartai samband med anestesi och intraspinal injektion. Amnena (inkl virus)
i sig leder intetill forandring i djurens hdlsa. Bara Rhabdovirus leder till att nagra nerveeller dor och
kan orsaka férsamring av djurens halsa.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa

Vi studerar rollen av specifika gener och/eller celler involverade i sméartmekanismer. FOr detta behdver
vi leverera olika amnen (framfor allt virus) pa ett effektivt sétt till specifika omraden av nervsystemet.
Tvainjektioner (intrakranial och intraspinal) krévs nér en injektion inte racker for att na det
experimentella syftet. Till exempel for att en specifik sparning av en cellgrupp i hjarnan (som har
axoner i ryggmérg) kan vi behdva spara denna grupp bade lokalt (intrakranial injektion) och distalt
(intraspinal injektion) med olika virus. Genom detta kan vi spara hur specifika celltyper som uttrycker
en markdrgen (nas med intrakranial injektion) skickar axoner till ett specifikt omréde och/eller celltyp i
ryggmargen (nds med intraspinal injektion).

Beskrivning av vad som ska goras for att minska djurets lidande — bade far makologisk lindring och
ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Injektionen kommer att utforas under anestesi. For att minimerarisken for infektioner i samband med
ingreppet kommer aseptisk teknik och sterilainstrument att anvéandas. Alla mdss kommer att overvakas
en géng om dagen for tecken pa smarta. Djuret kontrolleras under 30 min efter injektion for uppenbar
motorisk forsamring. Extratillsyn for i.cr ochi.t . utfors &minstone en gang nasta dag efter ingrepp.
For i.sp utfors extratillsyn en gang varje dag (oftast av en forskare) av atminstone tva féljande dagar
efter ingrepp.

Karprofen kan gesi upp till tre dagar ytterligare om ett djur uttrycker tecken pa smérta eller lokal
inflammation.

For ytterligande detaljer av kirurgisk ingrepp se ovan atgérd ” Rutiner under kirurgiskaingrepp”.
Mdssen kommer att avlivas om de &r forlamade till f6ljd av operationen (detta kan handa efter i.sp, i.cr
eller i.t; blir uppenbart direkt efter &erhamtningen och hander barai silsyntafall) eller pa ndgot annat
sétt ndr 0,4 pa en enskild parameter). Avbrytningspunkt ar 0.6 12 timmar efter kirurgisk ingrepp.
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Atgérd 6: Centralamekanismer: opioid tillbakadragande

Ingdende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utséttas for inklusive forsoksperiodens langd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Vi méste kunna aktivera eller inhibera olika neuronala cellpopulationer i centrala nervsystemet for att
studeraderasroll for kandlighet, framforallt smérta. For att ”hitta” vilka de cellerna & som aktiveras vid
olikatillstand utfors farmakologisk intervention eller sa exponeras djuren for beteende procedurer som
aktiverar dessa celler. Dessa grupper av alternativa atgérder kallades " centrala mekanismer" och
inkluderar:

Atgard: Opioid tillbakadragande (denna &tgard);

Atgéard: Pagéende stress;

Atgérd: Pagéende fysisk aktivitet; Atgérd: Somnbrist;

Varje djur i denna fdrsoksgrupp exponeras normalt endast for ett av namnda alternativa procedurer. For
ett begransat antal djur (mindre 8n 10%) kommer dock djur att fa en ytterligare atgard fran denna grupp.
Detaljerna for hur och varfor den andra &garden av denna grupp utfors beskrivsi separat atgard nedan
"den andra tgérd av centrala mekanismer".

Tidpunkten for proceduren kan skilja sig mellan djur langs det experimentella protokollet, men detta
paverkar inte djurets valfard.

M dss behandlas med 6kande dos morfin: max 3 sc injektioner per dag (max volym 10 ml/kg), start vid
max 7 mg/kg med langsam 6kning till 160 mg / kg (max 200 mg / kg) for 6 (max 7) dagar . Foljande
dag (dag7) efter ca 3 timmar efter den sista opioid administrationen behandlas djuren med den
kompetitiva antagonisten naloxon (eller liknande, i.p., 3 mg/kg, max 3.5 mg/kg, max volym 20 mi/kg)
for att skapa symptom for opioid abstinens.

| vissa situationer kan djur behandlas med morfin under max 10 dagar. Dessa 3 extra dagar kan komma
varanddvandig for att kunna testa effektiviteten av genetisk manipulation. Naloxon kan behandlas max
en gang per dag, som mest 4 administrationer.

Denna &tgard klassas som avsevard. Djuren kommer att uppleva obehag | samband med injektioner.
Akuta abstinensbesvar pagar under max 90 minuter efter naloxon injektion och inkluderar diaree,
tremor, hyperaktivitet och mekanisk och varme/kyla éverkénslighet. Under dennatid kan K1 mallen
uppna 1.2, dar 0.4 kan forekomma for individuella parametrar (tex diareg). Mindre, men dock synbara
symptom, for abstinens kan fortga under 4-7 dagar efter tillbakadragande av opioider men kommer
under denna period inte ga dver avbrytningspunkt for dettatillstand (0.8 och 0.4 for individuella
parametrar).

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa

Alladtgarder namnd i grupp " centrala mekanismer” paverkar tydligt kansligheten (och darmed
smértuppfattning) hos manniskor. Denna modifikation i kansligheten beror pa molekyl&ra och cellulara
forandringar i det neuronalt nétverket som hanterar sensorisk information. Hela syftet med detta projekt
& att hitta vilken aspekt av sensorisk/smérta, informationsbearbetning som kontrolleras av hjarnans
cellpopul ationer och som darmed blir aktiverade av atgarder fran "centrala mekanismer" grupp. Det
enda séttet att hitta dessa celler och mekanismer ar att utsétta djuren for dessa upplevel ser, dvs aktivera
dessa neuroner. Da dom &r hittade kan vi artificiellt manipulera aktiviteten hos denna grupp av celler
(aktivera eller inaktivera) och registrera hur detta paverkar smartupplevelsen bade vad galler normal
kanslighet och vid utveckling av kroniska smérttillstand som nervskademodell eller reumatoid artrit.

Atgarder i gruppen ” central mekanism” &r ett karnmoment av projektet och ” Opioid tillbakadragande”
& enav dem

Beskrivning av vad som ska gorasfor att minska djuretslidande — bade farmakologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Djuren kommer att observeras under hela 60-90 minuter testperioden efter administrering av opioid
antagonist. Efter testperiod kommer djuren att observeras minst en gang per dag under upp till 4 dagar.
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Atgard 7: Centralamekanismer: pagéende stress

Ingdende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utséttas for inklusive forsoksperiodens 1angd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att pverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Vi méste kunna aktivera eller inhibera olika neuronala cellpopulationer i centrala nervsystemet for att
studeraderasroll for kangdlighet, framforallt smérta. Med detta syfte utforas farmakologisk intervention
eller exponeras djuren for beteende procedurer som aktiverar dessa celler. Dessa grupper av aternativa
atgarder kallades” centrala mekanismer” och inkluderar:

Atgérd: Opioid tillbakadragande;
Atgérd: Pagéende stress (denna &tgérd);
Atgérd: Pgéende fysisk aktivitet; Atgérd: Somnbrist;

Varje djur i denna forsoksgrupp exponeras normalt endast for en av ndmnde alternativa procedurer. For
begransat antal djur (mindre dn 10%) kommer vi dock att utsatta djur till en ytterligare &tgérd fran
denna grupp.

Detaljerna for hur och varfér den andra atgarden av denna grupp utfors beskrivsi separat atgérd nedan
"den andra dtgérd av centrala mekanismer". Med andra ord endast djur som utsétts till atgard 13 nedan
("Den andra &tgard av centrala mekanismer") utsittastill den andra behandling av den " centrala
mekanism” gruppen (atgard 6-9).

Tidpunkten for proceduren kan skilja sig mellan djur langs det experimentella protokollet, men detta
paverkar inte djurets valfard.

Pagaende stress utfors genom en av tva alternative metoder.

1) Immohilisering. For att inducera stress fasthdlls moss i ett valventilerad 50ml ror (eller liknande)
under max 6 timmar per dag (Zimprich et al., 2014). Denna procedur utférs max 1 gang per dag under
max 21 dagar (antingen kontinuerligt eller med max 2 dagarsintervall).

2) Simmningstestet

En stor bagare med diameter 20 cm fylls med vatten 20-300C. V attnets temperatur kontrolleras infor
varje test med djur. Nivan pa vattnet gor att musen inte nar botten och maste smma. En mus placerasi
varje bagare, musen kan inte undfly att ssmma. Efter ett par minuter slutar musen att simma och borjar
flyta med endast huvudet ovanfér vattnet. Moss flyter brai vatten och brukar inte sunka eller dyka.
Varje mus monitoreras helatiden nér atgard utforas. | det fall musen sjunker eller dyker avbryts testet
omedel bart. Musen hallas max 30 minuter i bagaren om testet utfors bara en gang per dag. | safall, kan
forsoket upprepas flera dagar i rad eller med en vilodag emellan (max 7 dagar). Om testet utfors flera
ganger per dag (max 4x) minskar max tiden i bagaren till 20 minuter, och testet far upprepas max under
3 dagar.

Denna étgard &r avsevard.

Djuren kommer att uppleva obehag i samband med dkad stress. Symptomen for 6kad stress liknar de
vid mild depression, och kan inkludera 6verkénslighet och minskat socialt beteende. For detta protokoll
sa ar avbrytningspunkten densamma som for de andra delarna av denna ansokan.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sittet att
utfora atgarden pa

Denna atgard & en av flera dtgarder fran gruppen "centrala mekanismer”, ett centralt moment av hela
denna studie.

Det finns en stark koppling mellan kronisk stress och kronisk smérta hos manniska. Avsikten &r att
hitta/identifiera cellpopul ationer som orsakar kopplingen mellan kronisk stress och smérta.

Principen for hur neuronala ndtverk fungerar ar att det finns ett antal positiva och negativa signaler till
ett stallei hjarnan dar dom integreras/sammanforstill ett svar. For sméarta sd sammanstrdlar manga
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olika signaler som paverkar hur mycket smarta som kanns, tex somn, tillbakadragande av opioider eller
stress. Att forsta de neuroner och natverk som sammanstrdlar och tillsammans paverkar smértan ar en
stor osvarad fragainom smartfaltet. Ett svar och forstaelse for dessa mekanismer kan varatill hjap for
att hitta nya behandlingssétt vid olika typer av kronisk smérta men ocksa vid sk komorbiditeter dar
smarta & sammankopplat med andra faktorer sasom insomniaeller stress. En vagande bedémning kring
djurens situation under dessa forsok och potentiell nytta av ny kunskap inom detta relativt outforskade
omradet for patienter med obehandlingsbar kronisk smarta som paverkar deras liv sa motiveras dessa
forsok att utforas. Ingen principiellt ny behandling fér kronisk smérta har tagits fram under de senaste
artiondena och det finns ett stort behov pga av avsaknaden av smértlindrande behandlingar som har en
god effekt och fungerar pa alla. Som namnts ovan, ar smarta ofta kopplat till andratillstand sasom brist
pa& somn och stress. Detta & fokusinom denna ansokan. For att forsta dessa kopplingar maste djuren i
varaforsok varamed om dessa upplevelser. Om dom gor det, kan vi ”fanga’ med avancerade genetiska
metoder exakt de celler som orsakar sambanden och forklara exakt hur sambanden ser ut och hur de kan
manipuleras for att minska sméartai patienter.

Det ar oklart vilken modell for kronisk stress som fungerar bést pa vara musstammar. Den mest anvant
modellen &

"immobilisering”, meni all om den inte har ndgon eller foga effekt, vill vi kunna anvanda den andra
modellen " simningstestet” . Dessutom maste vi ha méjligheten att reproducera och/eller jamforavara
resultat med tidigare publicerade rapporter, och da kan vi behdva anvanda bada stressmodellerna (pa
olika djur).

"Immobilisering” 6 timmar per dag under fleraveckor &r den standardiserade metoden for stress
inducering (Yun et al., 2010, Christiansen et al., 2011, Galeaet al., 1997). Vi vill kunna anvénda ett
etablerat protokoll och inte utveckla ndgon ny modell for stress. En minskning av immobilisering
minskar ocksa stressen vilket antingen gor att forsoket misslyckas eller i bastafall resulterar i att vi
maste Oka antalet djur i forsok. Vi kan testaforst med ett 14 dagar stress paradigm men vi antar att det
inte kommer att racka, dvs vi tror att det finns en anledning till att andra publiceringar inom omréadet
anvander 21 dagar, men aldrig féarre dagar.

Eftersom vi test oss fram for att forsta hur detta forsok bast kan utforas, kan vi inte vetaom vi kan
minska olika parametrar av protokollet, t.ex. minskaimmobiliseringstid per dag eller minska antal et
dagar med immobilisering.

Under immobiliseringsperioden (max 6 h) har djur inte tillgang till mat och vatten. Detta bidrar dock
inte mycket till den annars stressande djursituationen. Fran tidigare rapporter vet man att berévande av
6 timmar vatten och mat endast har en liten negativ effekt pa djuren. Vi tror att introduceringen av en
paus dér vatten/mat gestill djuren kommer att ledatill att syftet med forsoket inte kommer att kunna
nas.

" Forced swim” testet anvands vanligtvis som experiment i forskningsmiljo for att méta bendgenhet till
depression. DA tvingas moss att simma upp till 10 minuter. Daremot & vart syfte att inducera stress och
vi vet att musstammar har olika dispositioner till att bli stressade. Aven om vi riktar oss mot 10 minuter
tvingat tid i bégaren, behover vi mojligheten att férlanga dennatid upp till 30 minuter, om det visar sig
nodvandig.

Beskrivning av vad som ska gorasfor att minska djuretslidande — bade farmakologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Behallare for immobilisering & av det slag som ger god ventilation och av en storlek som inte &r
mindre an vad som kravs for forsoket. Vattnet for simtestet & av rumstemperatur, eller nagot hdgre.
Djur torkas med servetter efter ssmningen sa att det inte blir nedkylda efter upptag fran vattnet.
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Atgérd 8: Centrala mekanismer: pagaende fysisk aktivitet

Ingaende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utsittas for inklusive forsoksperiodens langd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Vi maste kunna aktivera eller inhibera olika neuronala cellpopulationer i centrala nervsystemet for att
studeraderasroll fér kanglighet, framférallt smérta. Med detta syfte utféras farmakologisk intervention
eller exponeras djuren for beteende procedurer som aktiverar dessa celler. Denna grupp av adternativa
atgarder kallades " centrala mekanismer" och inkluderar:

Atgérd: Opioid tillbakadragande;

Atgérd: Pagéende stress;

Atgard: Pagéende fysisk aktivitet (denna tgard);
Atgérd: Somnbrist;

Varje djur i denna forsoksgrupp exponeras normalt endast for en av ndmnde alternativa procedurer. For
begransat antal djur (mindre an 10%) kommer vi dock att utsétta djur till en ytterligare dtgérd fran
denna grupp. Detaljerna for hur och varfér den andra atgarden av denna grupp utfors beskrivsi separat
atgard nedan "den andra dtgard av centrala mekanismer".

Tidpunkten for proceduren kan skilja sig mellan djur langs det experimentella protokollet, men detta
paverkar inte djurets valfard.

M Gssen placeras pa ett motionshjul vid 1&g hastighet (max 5 cm/s) under 12 timmar. For att sakerstélla
att djuren forblir pa motionshjulet sa finns en spanning (g mer &an 1.5 mA, men vi syftar att anvanda
normalt 1.2 mA) pa motionshjulets bas vilket gor att musen far en mild elektrisk stét om den lamnar
motionshjulet. Detta gor att musen motiveras att stanna kvar i motionshjulet. Maximal kan en mus
utsdttas for 10 elektriska stotar under forsta dagen (vi vet fran andralabb att det normalt inte Gverstiger
6 stotar under forsta dagen) och 6 stétar under foljande dagar (om det &r 3 dagars intervall eller mindre
efter foregéende "16pningsdag"). Maximal utsétts djur till 7 motionsepisoder, max en episod per dag
och max tva dagar i foljd. Proceduren &r saledes bara utford tva dagar varje tredagars cykel (Tartar et
al., 2009). Moss fattar snabbt att de inte far [amna hjulet, dvs vi hoppas att vi kan jobba med
begrénsning av totalt 20 elektriska st6tar inom hela protokollet (dvs 7 motionsepisoder).

Denna dtgard (pagaende fysisk aktivitet) & nastan identisk med den f6ljande (somnbrist). Skillnaden &
att den nuvarande dtgard utfors under nattetid (d.v.s. stor inte somncykeln) och somnbrist utfors pa
dagtid. Sdledes har den forsta atgérd antagligen bara en fysiologisk effekt - fysisk aktivitet, medan den
andra har dubbel effekt: fysisk aktivitet och sdmnbrist.

Denna étgérd &r av avsevard svarighetsgrad.

Djur kan uppleva besvér i samband med procedur till exempel tvingad fysisk aktivitet och kort
begransning av tillgangen till mat och vatten. Djur kan ocksa uppleva stressi samband med elektriska
Stotar.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sitt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa

L &gintensitetstraning &r kant att ha positiva halsoeffekter, inklusive pa smartkansighet. Vi vill
undersoka vilka specifika cellpopulation i hjarnan som &r inblandade i denna process. Vi behdver ocksa
att ha denna tgard som kontroll till nésta atgard, ssmnbrist.

Emedan elektrisk chock kan tyckas som en mycket negative upplevelse for djuren, sd maste man tanka
paatt for varje djurart si kan storleken pa den negativa effekten styras genom stromstyrkan pa
elektriciteten. Stromstyrkan som anvéndsi dessaforsok &r inte av den art att dom leder till smérta, utan
enbart for att orsaka obehag s att musen inte avbryter beteendet som studeras. Om man har upplevt tex
en den svaga elektriska chocken fran en mobiltelefonladdare sd kan man relatera till ovan forsok.
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Orsaken till att det inte orsakar smérta &r att strommen & svag, men tillrécklig for att man ska undvika
att leka med mobiltel efonladdaren pa samma sétt. Elektriska staket &r rutinméassigt anvandainom
jordbruket for att forhindra att djuren lamnar sina betesomraden. Antalet elektriska chocker som djuren
upplever i en kombination med hur stark strommen & avgor antalet chocker som djuren far innan dom
lért sig att undvika staketet. Vi kan intei detalj beskriva exakt hur mdssen upplever springhjulet med
elektriska chocker men vet fran tidigare studier att den strom som anvandsi var modell & inom ramen
for obehag och att djuren normalt lart sig inom 5-6 ganger under den forsta timmen av inlérning och
sedan 2-3 ganger under de efterfdljande 5-6 timmarna. | efterfoljande forsok har dom lart sig och
exponeras inte for mer 3 elektriska chocker. Elektriska strommen & som ovan beskrivet installd sa att
den precis leder till att djuren fortsétter att gai springhjulet. Vi & forstas villiga att gora forsok dér vi
minskar strommen satill salag nivaer som & magjligt utan att paverka forsokets upplagg, dvs att djuren
fortsétter att gai springhjulet. Minskning av strommen leder dock, som ovan beskrivet, till ett Okat antal
chocker.

Dettatest & designat for att Simulera utdragen |&gintensitet traning och leder intetill djurens
utmattning. Springhjulets hastighet &r 18g, bara 5cmis, vilket &r ca 6% av musens snitthastighet da den
springer frivilligt. Den totala distansen (2,16 km) & bara drygt 20% av den som moss springer i
fangenskap per natt. Bade hastighet och 1angd som musen springer &r saledes helt inom dess normala
fysiska aktivitet.

Djuren kommer att under 5 minuter varje 4 timmar foras 6ver till hemburen med tillgang till mat och
vatten. Det galler for bade dtgarder, " fysiska aktivitet” och " somnbrist”.

Det finnstillgangligt information som hj&lper att resonera pa vilken sétt djur paverkas under springning
under dag eller natt. | bada varianter sakerstéller 5 min paus atminstone var 4e timme att det inte blir
nagon betydande negativ effekt som orsakas av tillfaligt tillgangsuppehdll till mat och vatten.

Det finns mycket litteratur som antyder att sa lange moss har tillgang till mat och vatten ad libitum 12
timmar per dygn, finnsingen inverkan pavikt och detta & oberoende om det & dag eller nattetid (t.ex.
Kolisnyk et a 2012, Acosta-Rodriguez et al, 2017). Acosta-Rodriguez visar dessutom att det dven ar
fallet om djur ges foda bara under natten 6ver en period av 43 dagar i stréck. Eftersom vara experiment
pagar hdgst 14 dagar och att vara djur far vilodagar och pauser under motionsfaserna, vantar vi ossinga
negativa effekter pa kroppsvikt.

Moss ar mest nattaktiva och 2/3 av néringsintag utfors under natten. (Acosta-Rodriguez et al., 2017,
Kolisnyk et al., 2013). Inskrénkning av tillgang till mat under dagen paverkar inte deras dagligaintag,
om mat &r tillgénglig under natten. Mdss utjdmnar bristen under dagen med att konsumera mer under
natten.

Beskrivning av vad som ska gorasfor att minska djuretslidande — bade farmakologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Motionshjul anvands som max under tvadagar i rad.

Under forsoket monitoreras djuren helatiden. Efter forsoket examineras djuren en gang per dag under
2-3 dagar for att sakerstalla att deinte ganer i vikt och att dom har ett normalt beteende inkl gromning
som tyder pa varaktig stress.

Utforaren av forsoken kommer att varai rummet under hela procedur och kommer att kolla att djuren &r
okey varje 5 min. Djuren kommer att séttasin i hemburen varje fyratimmar och fatillgang till mat och
vatten under fem minuter.

Atgérd 9: Centrala mekanismer: sdmnbrist

Ingdende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas

Vad djuret kommer att utséttas for inklusive forsoksperiodens langd for det enskilda djuret.

Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.
Vi méste kunna aktivera eller inhibera olika neuronala cellpopulationer i centrala nervsystemet for att
studera deras roll for kandlighet, framforallt smérta. Med detta syfte utftras farmakologisk intervention

eller exponeras djuren for beteende procedurer som aktiverar dessa celler. Denna grupp av alternativa
atgarder kallades "centrala mekanismer" och inkluderar:
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Atgérd: Opioid tillbakadragande;
Atgérd: Pagéende stress;

Atgard: Pagéende fysisk aktivitet;
Atgard: Somnbrist (denna &tgérd);

Varje djur i denna forsoksgrupp exponeras normalt endast for en av ndmnda alternativa procedurer. For
begransat antal djur (mindre 8n 10%) kommer vi dock att utsétta djur till en ytterligare dtgérd fran
denna grupp. Detaljerna for hur och varfér den andra atgarden av denna grupp utfors beskrivsi separat
atgard nedan "den andra atgard av centrala mekanismer".

Tidpunkten for proceduren kan skilja sig mellan djur langs det experimentella protokollet, men detta
paverkar inte djurets valfard.

Denna atgard utfors precis pa samma satt som atgard ovan, "pagaende fysisk aktivitet" fast under
dagtid. Dettainnebér att djur upplever inte bara fysisk aktivitet effekt (se beskrivning ovan) utan ocksa
sémnbrist.

Denna étgérd &r av avsevard svarighetsgrad.
Djur ska uppleva besvér/stress i samband med el ektriska stétar och somnbrist.
Mindre besvér kan orsakas av fysisk aktivitet och kort begransning av tillgangen till mat och vatten.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sittet att
utfora atgarden pa

Somnbrist bidrar till negativa hal soeffekter, inklusive pa smarta. Vi vill undersoka huruvida specifika
regioner i hjérnan & inblandade i denna process.

Denna modell av somnbrist (baseras pa "running wheel") & den mest etablerade och dess
implementering & minst invasiv for djur.

Principen for hur neuronala ndtverk fungerar ar att det finns ett antal positiva och negativa signaler till
ett stallei hjarnan dar dom integreras/sammanforstill ett svar. For sméarta sd sammanstrdlar manga
olikasignaler som paverkar hur mycket smérta som kanns, tex somn, tillbakadragande av opioider eller
stress. Att forsta de neuroner och natverk som sammanstrdlar och tillsammans paverkar smértan ar en
stor osvarad fragainom smartfaltet. Ett svar och forstaelse for dessa mekanismer kan varatill hjap for
att hitta nya behandlingssétt vid olika typer av kronisk smérta men ocksa vid sk komorbiditeter dar
smarta & sammankopplat med andra faktorer sasom insomniaeller stress. En vagande bedémning kring
djurens situation under dessa forsok och potentiell nytta av ny kunskap inom detta relativt outforskade
omradet for patienter med obehandlingsbar kronisk smarta som paverkar deras liv sa motiveras dessa
forsok att utforas. Ingen principiellt ny behandling foér kronisk smérta har tagits fram under de senaste
artiondena och det finns ett stort behov pga av avsaknaden av smértlindrande behandlingar som har en
god effekt och fungerar pa alla. Som namnts ovan, & smarta ofta kopplat till andratillstand sasom brist
pa& somn och stress. Detta & fokusinom denna ansokan. For att forsta dessa kopplingar maste djuren i
varaforsok varamed om dessa upplevelser. Om dom gor det, kan vi ”fanga’ med avancerade genetiska
metoder exakt de celler som orsakar sambanden och forklara exakt hur sambanden ser ut och hur de kan
manipuleras for att minska sméartai patienter.

For motivation runt anvandning av elektrisk chock - se ovan i dtgard " Centrala mekanismer: pagaende
fysisk aktivitet".

Moss & mest nattaktiva och 2/3 av néringsintag utférs under natten. (Acosta-Rodriguez et al., 2017,
Kolisnyk et al., 2013). Inskrankning till mat under dagen paverkar inte deras dagligaintag, om mat &r
tillgénglig under natten. M éss utjdmnar bristen under dagen med att konsumera mer under natten.

Beskrivning av vad som ska goras for att minska djurets lidande — bade far makologisk lindring och
ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Motionshjul anvands som max tva dagar i rad.
Utforaren av forsoken kommer att varai rummet under hela procedur fér att kontrolleravarje 5 min att
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djuren &r okey.

Efter &garden utforts examineras djuren en gang per dag under 2 dagar for att sékerstélla att deinte
minskat i vikt och att de har ett normalt beteende inkl gromning som tyder pa varaktig stress. Djuren
kommer att under 5 minuter varje 4 timmar foras 6ver till hemburen med tillgang till mat och vatten.
Dessutom kommer mass hatillgang till foder och vatten som vanligt under natten, och vi vantar oss
darmed inga effekter pa kroppsvikt.

Atgard 10: Den andra étgéard av centrala mekanismer

Ingdende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utséttas for inklusive forsoksperiodens 1angd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att pverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Ett fatal djur (max 150 st) kommer att utsdttas for en ytterligare &gérd fran fyra dtgarder i "centrala
mekanismer" grupp.

Atgérd 6: Opioid tillbakadragande;
Atgérd 7: Pagéende stress;

Atgérd 8: Pagéende fysisk aktivitet;
Atgérd 9: Somnbrist;

Det kan vara en upprepning av samma atgérd eller en annan av fyra namnda atgéarder.

Specifika atgarder utfors enligt beskrivningen ovan (dtgérd 6-9)

Utféra kombination av tva atgérder fran denna centrala mekanisms & mycket viktig for att uppna syftet
med forsoken (som kan inte nds pa annat sétt), se Motivation nedan.

M 6jliga kombinationer av dtgarder &r:

Upprepning av detsamma atgard (galler for 6-9); Pagaende stress med antingen pagaende fysisk
aktivitet eller somnbrist.

Minstaintervallen mellan den forsta och den andra atgarden av centrala mekanismen &r 10 dagar.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa

Vi méste utfora denna dtgard (dvs den andra atgard fran den centrala mekanisms gruppen) for att na
specifikat syfte (som inte kan uppnas pa ndgot annat sétt), bl.a.:

1) for att validera att enskilda centrala mekanismer protokoll (&tgérd 6-9) &r reproducerbara for
genetiskt sparande av celler. Detta gors genom att exponera samma djur for samma "centrala
mekanism" atgard tva ganger (maximalt). Vi kan genom detta kontrollera att samma

celler/cellpopul ationer sparas med bada handelserna. Om inte samma celler aktiveras/sparas vid samma
karaktar av stimuli, fungerar inte experimentet och det finnsisafall ingen mening att anvanda den
aktuella modellen enligt 3R-principen.

2) for att understka hur mycket av cellpopulationer som & involverad i och sparas av olika centrala
mekanismsatgarder (atgard 6-9) dverlappar med varandra. Det &r viktigt for att tolkaresultat. T.ex. kan
var somnbrist dtgard aktivera delvis samma celler som vid stress atgard. Vi behdver darfor att utsétta
samma djur for tva olika” centrala mekanismer” atgarder och kontrollera hur mycket sparande
cellpopulationer dverlappar.

Beskrivning av vad som ska goras for att minska djurets lidande — bade far makologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom okad tillsyn

1) Se beskrivning av centrala mekanismer atgarder ovan (6-9) for vad som gors for att minska djurets
lidandei individuell behandling.

2) Applicering av tva centrala mekanismer pa samma djur utfors efter individuella atgarder optimeras
(paolikadjur)
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3) Tvacentrala mekanismer atgarder utfors pa ett begransat antal djur (max 150).

4) Djur som utsétts for tva centrala mekanismer handlingar exponerasinte for nagra kroniska
smartmodeller (dvs anvands inte i ndsta forsoksgrupp).

5) Djur som ingdr i denna dtgard paverkas starkare negativt an andra djur i detta forsok. For att
minimera denna paverkan introducerar vi ytterligare begransningar for andra procedurer som kan
utforas pa dessa djur. Detta kan ocksa ses pa flédesschema (Bilaga 1) samt tabell som visar maximalt
antal "besvérlig" procedur i olika forsdksgrupper/variant (se bilaga, "variant 11"): maximala sensoriska
test - 22 (vs 45 for andradjur i denna forsoksgrupp, variant 1), maximalatest dagar - 6 (vs 10 fér andra
djur i detta forsoksgrupp, variant 1). Variant 11 utfors pa ett mycket farre djur (max 200) an variant |.

4.2.1.2 Svérhetsgrad och avbrytningspunkt
Svérhetsgrad: Avsevard

Beskrivning av avbrytningspunkten

Djuren avlivas om de nar 0,4 pa en enskild parameter med undantag:

* stérning av kroppsrorelse (pa grund av att djuren forvantas kunna fa en halta efter operations alt
kemiskt kanslighet testning);

* diarrhea under 2 timmar efter opioid antagonist injektion.

Djuren avlivas med totalt poangtal dverstiger 0,8 (kroppsrorelse ingar) med foljande undantag:

* under 2 timmar efter opioid antagonist injektion & avbrytningspunkt 1.2 (inkl alla parametrar).

4.2.1.3 Efter forsoket
Avlivningsmetod: Koldioxid

Om metoden inte géller alla djur ska de djur anges som ska avlivas pa detta sétt.
Djuren placerasi en genomskinlig bur. Koldioxidhalten hojs darefter successivt.

Kontrollmetod for att sékerstalla att djuret &r dott
e Kontroll att cirkulationen har upphort
e Kontroll att rigor mortis har intrétt

e Halsdislokation

Beskrivning av kontrollmetoden
Hal sdislokation, upphord cirkulation, avsaknad av vitala reflexer sdsom cornealreflex eller rigor mortis.
Avlivningsmetod: Halsdislokation

Om metoden inte géller alla djur ska de djur anges som ska avlivas pa detta sétt.

Djuret hdllsi svansen och nacken fixeras. En snabb ryck i svansen utfors som bryter djurets nacke.
Proceduren utfors i bade bedévade och vakna dijur.

Kontrollmetod for att sékerstélla att djuret ar dott
e Halsdislokation

Beskrivning av kontrollmetoden
Hal sdislokation, upphord cirkulation, avsaknad av vitala reflexer sdsom cornealreflex eller rigor mortis.

Avlivningsmetod: Avblodning av medvets 6sa djur

Om metoden inte géller alla djur ska de djur anges som ska avlivas pa detta sétt.
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Djuren &r satt under narkos, thorax Gppnas och hjartat & exponerat. systemet toms pa blod genom
injicering i hjartat av PBS buffert (eller liknade). Efter det injiceras fixeringslosning (t.ex 4% PFA i
PBS), annan eller annan |6sning om ofixerad vévnad & dnskad.

Beddvningsmetod
Narkosmedel

Beskrivning av bedévningsmetoden
Isofluran (3-5%) eller injektionsanestesi (medetomidin+ketamin, xylazin+ketamin eller pentobarbital).

Kontrollmetod for att sékerstélla att djuret ar dott

e Avblodning

Beskrivning av kontrollmetoden
Hal sdislokation, upphord cirkulation, avsaknad av vitala reflexer sdsom cornealreflex eller rigor mortis.

Djuren kommer att ateranvandasi andra forsok som inte omfattas av denna ansokan

Beskrivning av vad djuren kommer att anvandastill efter férsoket har avslutats.

Nagra djur ska ocksa skickastill varakollegor i EU, framfor allt Tyskland. De har unik metod for att
mata egenskaper av individuella nervandar i hud (utfors pa vavnadsexplantat fran doda djur). Vi skickar
levande mus efter veterinérer har bekréftat att djurens kondition och halsatillater detta. Vi kommer
behova skicka mindre &n 5% av vara experimentelladjur till kollegor i EU. Mottagarnai EU har
forsoksdjuretiskt tillstand i enlighet med nationella lagstiftning. Djur utsétts for méttlig stress under
transport, vilken halls sa kort som det gar.

Djuren ingdr i andra grupper i denna ansokan
Beskrivning av vilken/vilka 6vriga grupper djuren kommer attingai.
Néagradjur i dennagrupp ingar ocksai forsoksgrupp "Avel och gemensamma procedur”.

4.3 Forsbksgrupp: Centrala mekanismer i kronisk smarta

4.3.1 Undergrupp: Centrala mekanismer i kronisk smérta

| denna grupp beskriver vi procedurer och experimentfldden for att studera hur specifika nervceller
populationer i hjdrnan modulerar normal kandlighet. For att kunna selektivt manipulera neuroner i
hjarnan som aktiveras av olika djurupplevelse (som t.ex. fysisk aktivitet, kronisk stress eller
opioidabstinens), maste vi utsitta djur for dessa upplevelser. Detta viktiga steg behdvs for s.k. genetisk
sparning som antingen mérker sadana celler eller gér dem mottagliga for funktionell modulering (till
exempel inaktivering).

Angiven siffradr en uppskattning och kan komma att dndras nagot.
Mus (Mus musculus), 1000 st, Forstksdjursanldggning
Beskrivning av ras, stam och egenskaper som kan medféra lidande for djuren samt motivering av

valet av djur med dessa egenskaper

Se Forstksgrupp Avel, 4.1.1, beskrivning av ras.

Djur som anvénds i denna undergrupp & en del av djuren i férsoksgrupp 4.1.

Max ensamhdllning for detta grupp 4 manader for RA modell and 2 manader for nervskada modell.
Alt tillsyn beskrivasi atgarder i dennagrupp &r extratillsyn som vanligtvis utféras av forsarna.

Genetiskt modifierade djur anvands: Ja
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Diarienummer pa tillstdnd samt beskrivning och motivering av metoder.
se forsdksgrupp 1

4.3.1.1 Beskrivning av de atgarder/ingrepp djuren kommer att utsattas for

Atgérd 1: Systemisk AAV

Ingaende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utsittas for inklusive forsoksperiodens langd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Vi kommer behdva administrera AAV virus systemiskt till neonatal (viai.p eleri.v) eller till vuxna
moss (iv: svans, temporal eller annan ven, max 200 ul ) som visat sig vara effektiv for uttryck av gener i
det centrala och perifera nervsystemet, inklusive sensoriska neuroner av dorsal rots gangliet (DRG).
Detta utfors emedan djuret & under anestesi. FOr detaljerad beskrivning, se ovan forsoksgrupp

” Centrala mekanismer i normal kandlighet”, dtgéard 1. Denna dtgérd utfors en gang per djur.

Denna &tgard har mild svarighetsgrad.

Djur kommer att upplevabesvéar i samband med injektionen. Virus orsakar inga symptom. N&r ungarna
forflyttas fran buren kommer modern att uppleva stress.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa

Vi studerar rollen av specifika gener involverade i smértmekanismer. For detta behover vi modifiera
uttryck av de specifika gener eller introducera gener som gor att man kan styra aktiviteten hos neuron.
Systemisk AAV-infektion & enkel, effektiv och den minst invasiva metoden for att gora detta.

Beskrivning av vad som ska gorasfor att minska djurets lidande — bade farmakologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom okad tillsyn

FoOr vuxna djur appliceras smartstillande kram pa svansen 15-30 minuter forei.v. Nar ungarna forflyttas
fran buren kommer modern att uppleva stress. For att minimera denna effekt, behandlas endast max
hélften av ungarna & gangen och resterande ar kvar i boet. Efter att den forsta uppsattningen av
injektioner ar klar, sétts de injicerade nyfodda ungarnatillbakai buren och de &terstdende ungarna
overforstill véarmeplattan for AAV administration.

Atgérd 2: Leverans av amnen

Ingaende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utsittas for inklusive forsoksperiodens langd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Vi behdver leverera olika @mnen med, bl.a. foljande syfte: i) aktivera specifik rekombination eller
specifikt genuttryck; ii) i samband med sensoriska test modifiera olika signalvagar fér att studera hur de
bidrar till sensorisk kanslighet (agonister och antagonister); iii) utfora kronisk modifiering av olika
signalvagar for att studera hur de bidratill sensorisk kéanslighet palang sikt.

Under hela experimentet utfors maximalt 35 injektioner for varje enskilt djur, varav max: 20 st i.p (max
volym 0.5 ml per injektion), 25 st p.o. (max volym 0.3 ml per injektion ), 25 s.c. (max volym 0.25 ml)
eller 3intratekal (max volym 5 ul per injektion).

Om det anses |ampligt kan serier av injektioner ovan erséttas med en minipump installation (i.v. eler
intracerebral; Alzet eller liknande).

For detaljerad beskrivning av dtgérden, listan av amnen, deras maximala dos och annat info, se
forsoksgrupp " Centrala mechanismer i normal kéndighet”, undergrupp ” Centrala mechanismer i

normal kandlighet”, dtgard 2.

Djur kommer att uppleva mindre stress och obehag i samband med administrering av @mnenaeller
miniosmotisk pump installationen.

Denna &gard (en serie) har mild svérighet, oberoende av typ antal repetition (max 7) och leverans vég.

2020-06-11_1727 Ansbkan om etiskt godkénnande av djurforsok.pdf 38(51)



N

]O\I;gplzgks Ansikan om etiskt godkannande av djurférsbk 2020-06-11

For motivation — se forsoksgrupp ” Centrala mekanismer i normal kénslighet”, undergrupp ” ” Centrala
mekanismer i normal kanglighet”, dtgérd 2 (beskrivning av hur djuret kommer att paverkas av dtgarden)

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sitt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa

Kontroll av genuttryck med syntetiska @mnen & en av de mest kraftfulla metoder att studera funktionen
av olika gener ach celltyper for kroppens fysiologi och patofysiologi, inkluderande kronisk smérta.
Leverans av aktivering/hdmning amne utférs for att studeraroller av signalvagar i olika
sméartmekanismer.

Injicering i tassen (i.pl) behtvs for att studeralokala mekanismer i tassen inkl. signalering mellan
cellerna som kontrollerar kanslighet i huden.

Beskrivning av vad som ska gorasfor att minska djuretslidande — bade farmakologisk lindring och
ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Proceduren utfors av utbildad personal. Den minst invasiva metoden for administrering som tillater att
malet for experimentet uppfylls kommer att anvandas. Nar upprepade i.p och s.c. injektioner utfors
varieras injektionsplatsen pa samma djur for att undvikainflammation/irritation. 1.t. injektion utfors
under narkos.

Om ip administrering sker upprepade ganger sa pal peras buken fore varje administrering. Méss med
peritonit avlivas.

Atgérd 3: Sensoriska beteende test och sensorisk stimulering

Ingaende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utsittas for inklusive forsoksperiodens langd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

For att undersoka hur djuret svarar pa olika sensoriska modaliteter (olikatyper av kansel som t.ex
varme, kyla, mekanisk osv) kommer olika sensoriskatest att utforas.

For detaljerad beskrivning av sensoriska test utforas och kombineras se ovan, férsoksgrupp ” Centrala
mekanismer i normal kanslighet”, undergrupp ” Centrala mekanismer i normal kanslighet”, atgard 3.
Normalt maximalt 5 test utféras per dag.

Maximalt test, av de avsevarda och testning dagar per djur i denna forsoksgrupp ("N tester/N avsevéarda
test/N testning dagar”, se Bilaga 1, sida 2):

Nervskada modell om g kombineras med "central mekanism" atgarder — 60/12/25
Nervskada modell om kombineras med "central mekanism" agarder - 30/5/13

Reumatoid artrit modell om €j kombineras € med "central mekanism" atgarder — 45/12/22,
Reumatoid artrit modell om kombineras med "central mekanism” atgarder - 30/5/13,

Sa manga maximal dagar/test for kronisk smart modell krévs for etablera hur modellen (andring i
sensorisk kanslighet) utvecklas 6ver tid. Sadant experiment kombineras aldrig med en ” central
mekanism” atgéard pa sammadjur. Nar modell etableras blir de normalt inte mer an 30 test under
mindre 8n 13 test dagar och kommer att kombineras med en ” centrala mekanismer” atgard.

Under maximalt tre dagar kommer sensoriska test kombineras med leverans av dmne (agonister och
antagonister) for att studera vilka signalvégar bidrag till sensorisk kandighet (dtgéard 2 av denna
undergrupp). Vid det tre dagarna som dmnen administreras kan maximalt 6 sensoriskatest utforas
istallet for 5 (utforas pamax 5% av djur). Typiskatest inkluderar 3 test innan &mnet administreras och
tre test efter att @mnet administrerats. Den totalatiden djuret &r i experiment & ofdrandrat. Djuren
kommer maximalt att varai experiment for att testa sensorisk kanslighet under 8 timmar per dag,
inklusive habituering. Den storsta tiden under forsoket kommer djuret att vanta pa sin tur att stimuleras.
Vid nagra dagar (maximalt tre per djur) kan kombinationer av sensoriska test att ersdttas med en
sensorisk stimulering. Sensorisk stimulering &r en applicering av en specifik stimulus. Ingen av
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sensoriska stimuli kombineras med andra sensoriska simulationer eller sensoriska test under sasmma
dag.

Sensorisk test/stimulering kan komma att kombineras med optogenetisk stimulering (LED-Ijus). 16 test
som vi kommer anvanda &r (detaljerad beskrivning se ovan, forstksgrupp ” Centrala mechanismer i
normal kanslighet”, undergrupp " Centrala mechanismer i normal kanslighet”, atgérd 3):

. Kemisk kandighet testning (svérighetgrad: avsevérd)
. Plats preferens (ringa)

. Randall-Selitto Paw Pressure test (méttlig)

. Pressure Application Measurement (PAM) (méttlig)
. Radiant heat (inklusiv Hargreaves test) (mild)

. Icke smértsamt aceton test (mild)

. Rotarod (méttlig) 8. Balktest (mild)

. Openfield (ringa)

10. Pinprick (mild)

11. von Frey (mild)

12. Pensel test (mild)

13. Troskeln for termiskt obehag (mattlig)

14. Hot/Cold plate (méttlig)

15. Kylsmérttest (avsevérd)

16. Klam test (méttlig)

O~NOOTA,WNPE

Under en dag med sensoriskatest kan samma djur fa maximalt en avsevard och 2 méttliga test.

Klassificering av svarighetsgrad av sensoriskatest och hur djuret paverkas- se ovan, forsoksgrupp
" Centrala mekanismer i normal kénslighet”, undergrupp ” Centrala mekanismer i normal kénslighet”,
atgard 3.
Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa
Se ovan, férsoksgrupp ” Centrala mekanismer i normal kénslighet”, undergrupp ” Centrala mekanismer i
normal kanslighet”, &gard 3.
Beskrivning av vad som ska gorasfor att minska djuretslidande — bade farmakologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom okad tillsyn
Se ovan, férsdksgrupp " Centrala mekanismer i normal kanslighet”, undergrupp ” Centrala mekanismer i
normal kanslighet”, atgard 3.

Undantag

e Soker undantag fran kravet pa smartstillande behandling eller avlivning efter ingrepp nér ett djur kan
upplevasmartaenligt 11 kap. 8 § L 150.

Motivering: Djur kan inte ges smértstillande behandling eftersom studerar vi smérta och behtver
méta kanslighetstroskel.

Atgéard 4: Rutiner under kirurgiskaingrepp

Ingaende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utséttas for inklusive forsoksperiodens langd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.
Denna dtgard beskriver allman praxis som vi anvander for olika kirurgiskaingrepp. Beskrivning av

specifikakirurgiskaingrepp ges nedan i denna forsoksgrupp. For alakirurgiskaingrepp kan aternativ
anestesi eller smartlindring ges vid behov efter rekommendation av veterinr.
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* UNDER INGREPP

Under narkos (Iangre an 15 minuter) ligger musen paen varm dyna (g i samband med avlivning). Om
narkos varar i mer an 45 min ges 0,25 ml steril saltldsning s.c. Darefter ges steril saltlgsning (ca 0,25)
var 45 min av narkos. Detta kan utféras med nalen som sitter kvar sc under helaingrepp och riktas om
mellan injektioner. Narkos kommer inte att anvandas under en langre tid &n 3 h. Ogonsalva appliceras
for att forhindra korneal uttorkning under narkos om det fortsétter langre an 5 minuter (dock g i
samband med avlivning).

* EFTER INGREPP

For alakirurgiskaingrepp kan det bli nddvandigt att sbva djuren samt att sétta nya suturer utifall att
nagon sutur skulle ga upp.

Smértstillande injektion ges sc.

| vissa situationer kommer vi l&gga djur under narkos innan vi utfér ip eller sc-injektion (inklusive
smértstillande medel). Narkos kan vara att foredra nar injektion utférs pa nyligen opererade djur,
sarskilt efter i.sp eller i.cr. T.ex. nér i.p eller s.c utfors pa vakna djur, hdlls det med rygghudgrepp vilket
kan innebéra storning av det senaste kirurgiska saret. Detta kan resulterai onodigt djurlidande, 1angre
sarlakning och okad variation mellan djur.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sitt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa

Kirurgi & nodvandigt for olika anatomiska manipulationer, till exempel applicering av leveransvirus
eller andra sparningsforeningar till olika anatomiska strukturer.

Beskrivning av vad som ska gorasfor att minska djuretslidande — bade farmakologisk lindring och
ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Denna atgard beskriver allméan praxis for kirurgiskaingrepp och det mesta syftar till att minska djurens
lidande.

Kirurgiskaingrepp kommer att utforas under anestesi. For att minimerarisken for infektioner i samband
med ingreppet kommer aseptisk teknik och sterilainstrument att anvandas. For alakirurgiskaingrepp
ges smartlindring vid behov efter rekommendation av veterinér.

Atgéard 5: Sparningsdmne leveranstill nervsystem

Ingaende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utsittas for inklusive forsoksperiodens langd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Vi kommer att administrera AAV, Rhabdovirus, Lentivirus, HSV, annat virus eller sparningsamne till
nervsystem. Detta kan utféras som intratekal injektion, i.t., (en injektion i subaraknoidutrymmet dvsi
cerebrospinalvatskan, CSF, dvs. mellan ryggmérgen och inre ytan av ryggraden); intraspinal injektion
(dvs. injektion i ryggmargen), i.sp. och/eller som, injektion i hjarnan (intrakraniell injektion, i.cr.) eler
deras kombination. Tidpunkten for &tgérden kan skilja sig mellan djuren men detta paverkar inte
djurens vabefinnande.

Detaljerad beskrivning (inkl. hur djuret kommer att paverkas) ges ovan i forsoksgrupp ” Centrala
mekanismer i normal kanglighet”, undergrupp ” Centrala mekanismer i normal kanslighet”, &gard 5
("Sparningsamne leverans till nervsystem").

Pa de flesta djur kommer bara ett ingrepp av tre namnd ovan utforas och detta klasseras som méttligt
experiment. Pa nagra djur kommer vi att kombinera maximal tvaingrepp (t.exi.sp+i.cr;i.sp+i.sp
elleri.cr +i.cr) med &minstone en veckaintervall. Tvainjektion pa sammadjur & avsevéard (ska
utforasi mindre an 10% av djur)

Djur upplever obehag och smértai samband med anestesi och intraspinal injektion. Amnena (inkl virus)
i sig leder intetill forandring i djurens halsa. #UD Bara Rhabdovirus leder till att ndgra nerv cells dor
och kan orsaka forsdmring av djurens hélsa.
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Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sittet att
utfora atgarden pa

Vi studerar rollen av specifika gener involverade i sméartmekanismer. For detta behtver vi leverera
olika @mnen (framfor alt virus) pa ett effektivt sétt till specifika omraden av nervsystemet. Tva
injektioner (intrakranial och intraspinal) krévs nér en injektion inte récker for att na det experimentella
syftet. Till exempel for att en specifik sparning av en cellgrupp i hjarnan (som har axoner i ryggmérg)
kan vi behdva spara denna grupp bade lokalt (intrakranial injektion) och distalt (intraspinal injektion)
med olikavirus. | safall markerar vi pahogst specifikt sattet celler som uttrycker specifik gen (nds med
intrakranial injektion) OCH skickar axoner till specifikt omrade av ryggmarg (nds med intraspinal
injektion).

Beskrivning av vad som ska gorasfor att minska djuretslidande — bade farmakologisk lindring och
ovrigainsatser liksom okad tillsyn

I njektionen kommer att utféras under anestesi. For att minimera risken for infektioner i samband med
ingreppet kommer aseptisk teknik och sterilainstrument att anvandas. Alla méss kommer att dvervakas
en gang om dagen for tecken pa smarta. Djuret kontrolleras under 30 min efter injektion for uppenbar
motorisk forsamring. Extratillsyn for i.cr ochi.t . utfors atminstone en gang nésta dag efter opertion.
For i.sp utfors extratillsyn en gang varje dag (oftast av en forskare) av aminstone tva foljande dagar
efter ingrepp.

Karprofen kan gesi upp till tre dagar ytterligare om ett djur uttrycker tecken pa smartaeller lokal
inflammation.

For ytterligande detaljer av kirurgiskt ingrepp se ovan atgard ” Rutiner under kirurgiskaingrepp”.

M odssen kommer att offras om de &r forlamade till f6ljd av operationen (detta kan handa efter i.sp, i.cr
eller i.t; blir uppenbart direkt efter dterhdmtningen och hander barai sdllsyntafall) eller pa ndgot annat
sétt nér 0,4 pa en enskild parameter). Avbrytningspunkt & 0.6 12 timmar efter kirurgiskt ingrepp.

Atgérd 6: Sparning av perifera natverk

Ingaende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utséttas for inklusive forsoksperiodens 1angd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Vi kommer behova spara perifera natverk med injektionen av virus eller annat sparning &mne som
igenom hud. Tidpunkten for atgarden kan skilja sig mellan djuren men detta paverkar inte djurens
véabefinnande.

For att spara, modifiera och aktivera natverk av nervceller som finnsi periferin kommer vi injicera
sparnings amnen (inklusive virus eller andra partiklar, bl.a. Flouro-Gold, Neurobiotin, Lumafluore, Fast
Blue, Choleratoxin B subunit, Dil, BrdU, EdU, 40H-Tamoxifen, RU486) eller aktivitetsmodifierande
amnen (bl.a. CNO, lidokain) till hud (direkt pa hud, topikalt, i.d. eller i.pl. (d.v.sini trampdynan),
inklusive dorsalt eller ventralt i tassen, maxvolym 25 ul), muskler (max 30 ul), led (kng, max 10 ul),
juvervavnad (max 3 ul). Max treinjektioner i olika platser pa djurets kropp kommer ges. Djuren sovs
(isofluran) infor injektionen. Smértlindring ges i samband med operation. Om flerainjektioner gesi
samma organ (samma muskel, sammaled, osv.), anvands samma totala maxvolym per organ som ovan
d.v.s. den individuellainjektionens volym minskas.

Amne utan forvantad stimulering av smérta, klédaeller liknande (t.ex. lidokain, CNO, 40H-Tamoxifen
eller annat som kan anvandas med syfte av sparning) kan appliceras pa hud som l6sning, kram eller
plaster. Max hudyta for kram/plaster applicering & 6 kv.cm. Applicering kan utforas efter att huden
rakats (rakning kan utforas utan att ett &mne appliceras, som kontroll). Maximalt behover vi att
inaktivera/aktivera nervbanor under 10 dagar. Vi hoppas att n& detta med kram applikation max tva
ganger per dag for lidokain, en gang per dag for andra amne eller plaster applikation en gang per dag.
Kram kan blandas med ett bittert &mne (t.ex denatonium benzoate) som inte har ndgon negativ effekt pa
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djur for att minimerarisken att djur inmundigar krémen. Plaster borttagning kan utféras under narkos.
Experiment avslutas om djur nar 0.4p pa parameter "hud" av KI-mall.

All injektion i huden (utom s.c. paryggskinnet) utfors pa bedévade djur. Oftast utforsinjektion i tassen
(i.pl.), men det kommer behtva gorasi annan hud ocksa. Tassinjektionen utfors pa foljande sitt: nalen
riktas langs tassas mittlinje for ett avstand av 6 mm i tarens riktning och i en vinkel pacas grader i
tassytan. Nalpunkten ska vara avskuren nedat. Injektionen utfors langsamt och kan foljas av en kort
mild massage av plantarregionen med ett finger for att |6sningen ska distribueras brai vavnaden. Naen
far stannapaplatsi upp till 20 sekunder och dras sedan tillbaka.

Djur kommer att uppleva mindre besvér i samband med injektion och narkos. Inget av @mnen vi
kommer att anvanda paverkar djurens vabefinnande. Denna &tgard har mild svarighetsgrad.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sittet att
utfora atgarden pa

Sensoriska neuroner har bade hudinnervering och innervering av inre organ. For att se hur neuroner
med olika periferamal paverkasi olika smartmodeller (till exempel molekylart (genuttryck) eller
anatomiskt (andring i central eller perifer innervering) maste vi spara neuroner med specifik perifer
innervation. Detta uppnas genom att injicera sparamnen i innerveringsvavnaden. Det finns ingen annan
metod som vi kan anvanda att forsta vilka perifera neuron som innerverar de olika organen. Vi behover
injicerapaupp till tre stéllen per djur for att studera om nervceller som innerverar de olika organ
paverkas pd sammaeller olika sétt efter specifika stimuli, till exempel centrala mekanismer aktivering.

Djur paverkas minimalt av topikal behandling. Topikal administrering kréver i vissa situation, t.ex for
att behandling nar endast hudens celler/nervandel ser. Gavage leder till systemisk administrering och
allatamoxifenet nar allaceller.

Beskrivning av vad som ska gorasfor att minska djurets lidande — bade farmakologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Allainjektioner (utan s.c.) kommer att utféras under narkos.

Atgérd 7: Centralamekanismer: opioid tillbakadragande

Ingaende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utsittas for inklusive forsoksperiodens langd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Vi maste kunna aktivera eller inhibera olika neuronala populationer i centrala nervsystemet for att
studeraderasroll for smartkandlighet. Detta kan utféras genom farmakologisk intervention eller att
exponera djuren for beteende procedurer som aktiverar dessa neuron. Denna dtgérd ar en bland grupp
av alternativa dtgarder (kallades " centrala mekanismer") som aktiverar specifik cell population i
hjarnan.

Centrala mekanismer, alternative procedurer:

Atgard: Opioid tillbakadragande (denna &tgard);
Atgérd: Pagéende stress;
Atgard: Pagdende fysisk aktivitet; Atgard: Somnbrist;

Detta betyder att baraen av dessa atgarder utfors paen och ssmmadjur i denna forsoksgrupp.
Kortfattat, utsétts djur for en serie av opioid receptor agonist och antagonist for att na ett akut
abstinensbesvar. Detaljerad beskrivning av atgard (inkl paverkan av djur) gesi forsoksgrupp ” Centrala

mechanismer i normal kanslighet”, undergrupp ” Centrala mekanismer i normal kanslighet”, atgard
"Centrala mekanismer: opioid tillbakadragande".
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Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sittet att
utfora atgarden pa

Se forsoksgrupp ” Centrala mekanismer i normal kénslighet”, undergrupp ” Centrala mekanismer i
normal kandlighet”, atgérd " Centrala mekanismer: opioid tillbakadragande”.

Beskrivning av vad som ska goras for att minska djurets lidande — bade far makologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Djuren kommer att observeras under hela 60-90 minuter testperioden efter administrering av opioid
antagonist. Efter testperiod kommer djuren att observeras minst en gang per dag under upp till 4 dagar.

Atgérd 8: Centrala mekanismer: pagéende stress

Ingaende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utsittas for inklusive forsoksperiodens langd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Vi maste kunna aktivera eller inhibera olika neuronala populationer i centrala nervsystemet for att
studeraderasroll for smértkénslighet. Detta kan utforas genom farmakologisk intervention eller att
exponera djuren for beteende procedurer som aktiverar dessa neuron. Denna dtgérd & en bland grupp
av dternative dtgarder (kallades "centrala mekanismer") som aktiverar specifika cell populationer i
hjarnan.

Centrala mekanismer, alternative procedurer:

Atgérd: Opioid tillbakadragande (denna 8tgard);
Atgérd: Pagéende stress;

Atgéard: Pagdende fysisk aktivitet;

Atgérd: Somnbrist;

Detta betyder att bara en av dessa atgarder utfors pa en och sasmmadjur i denna forsoksgrupp.

Pagaende stress utférs genom en av tva alternative metoder: 1) Immobilisering, 2) Simmningstestet.
Detaljerad beskrivning av atgard (inkl paverkan av djur) gesi forsoksgrupp ” Centrala mekanismer i
normal kanslighet”, undergrupp ” Centrala mekanismer i normal kanslighet”, &tgard " Centrala
mekanismer: pagaende stress'. Denna &tgérd ar avsevard.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sitt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa

Denna dtgard &r en av flera dtgarder fran gruppen "centrala mekanism”, ett centralt moment av hela
denna studie. Se forsoksgrupp ” Centrala mekanismer i normal kanslighet”, undergrupp ” Centrala
mekanismer i normal kandighet”, dtgérd " Centrala mekanismer: pagaende stress’.

Beskrivning av vad som ska gorasfor att minska djuretslidande — bade farmakologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Behallare for immobilisering & av det slag som ger god ventilation och av en storlek som inte &r
mindre an vad som kravs for forsoket. Vattnet for simtestet & av rumstemperatur, eller nagot hdgre.

Atgérd 9: Centrala mekanismer: pagaende fysisk aktivitet
Ingaende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas

Vad djuret kommer att utséttas for inklusive forsoksperiodens 1angd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuel It fysiskt och psykiskt lidande.
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Vi maste kunna aktivera eller inhibera olika neuronala populationer i centrala nervsystemet for att
studeraderasroll for smartkandlighet. Detta kan utféras genom farmakologisk intervention eller att
exponera djuren for beteende procedurer som aktiverar dessa neuron. Denna dtgérd ar en bland grupp
av alternative tgarder (kallades "centrala mekanismer") som aktiverar specifika cell population i
hjarnan.

Centrala mekanismer, alternative procedurer:

Atgérd: Opioid tillbakadragande;

Atgard: Pagdende stress;

Atgérd: Pgéende fysisk aktivitet (denna dtgérd);
Atgérd: Somnbrist;

Detta betyder att baraen av dessa dtgarder utfors paen och ssmmadjur i denna forsoksgrupp.

Kortfattat, placeras mossen pa ett motionshjul vid 13g hastighet (gf mer an 5 cm/s) under 12 timmar.
Proceduren utférs max 7 ganger, max en gang per dag. Detaljerad beskrivning av dtgérd (inkl paverkan
av djur) gesi forsoksgrupp " Centrala mekanismer i normal kénslighet”, undergrupp " Centrala
mekanismer i normal kanslighet”, dtgérd " Centrala mekanismer: pagaende fysisk aktivitet".

Denna atgard & av mattlig svarighetsgrad.
Djur kan upplevabesvér i samband med procedur till exempe tvingad fysisk aktivitet och inte forlanga
avbrott i tillgangen till mat och vatten. Djur kan ocksa uppleva stressi samband med el ektriska stotar.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sitt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa

Se forsoksgrupp ” Centrala mekanismer i normal kanslighet”, undergrupp ” Centrala mekanismer i
normal kanslighet”, dtgéard " Centrala mekanismer: pagaende fysisk aktivitet".

Beskrivning av vad som ska goras for att minska djurets lidande — bade far makologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom dkad tillsyn

Motionshjul anvands som max under tvadagar i rad.

Under forsoket monitoreras djuren helatiden. Efter férsoket examineras djuren en gang per dag under 2
dagar for att sékerstélla att de inte minskat | vikt och att dom har ett normalt beteende inkl gromning
som tyder pa varaktig stress.

Utforaren av forsoken kommer att varal rummet under hela procedur och kommer att kola att djuren &r
okey varje 5 min. Om utforaren av forsoket maste |amna rummet mer @n 10 min kommer djuren att
placerastillbakal sinaburar.

Djuren kommer att under 5 minuter varje 3 timmar foras Gver till hemburen med tillgang till mat och
vatten. Detta gora att mossen har tillgang till vatten och mat for att undvika dehydrering och/eller stress.

Atgérd 10: Centrala mekanismer: sdmnbrist

Ingaende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas

Vad djuret kommer att utsittas for inklusive forsoksperiodens langd for det enskilda djuret.

Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuel It fysiskt och psykiskt lidande.
Vi maste kunna aktivera eller inhibera olika neuronala populationer i centrala nervsystemet for att
studeraderasroll for smértkanslighet. Detta kan utféras genom farmakologisk intervention eller att
exponera djuren for beteende procedurer som aktiverar dessa neuron. Denna dtgérd & en bland grupp

av dternative dtgarder (kallades "centrala mekanismer") som aktiverar specifika cell population i
hjarnan.

Centrala mekanismer, alternative procedurer:

2020-06-11_1727 Ansbkan om etiskt godkénnande av djurforsok.pdf 45 (51)



N

]O\I;gplzgks Ansikan om etiskt godkannande av djurférsbk 2020-06-11

Atgard: Opioid tillbakadragande ;
Atgérd: Pagéende stress;

Atgard: Pagéende fysisk aktivitet;
Atgard: Somnbrist (denna &tgérd);

Detta betyder att baraen av dessa atgarder utfors paen och ssmmadjur i denna forsoksgrupp.

Kortfattat, placeras mdssen pa ett motionshjul vid |&g hastighet (6j mer @&n 5 cm/s) under max 12 timmar
under dagtid. Proceduren utfors max 7 ganger, max en gang per dag. Detaljerad beskrivning av atgard
(inkl paverkan av djur) gesi forsoksgrupp ” Centrala mekanismer i normal kanslighet”, undergrupp

” Centrala mekanismer i normal kanslighet”, &gard " Centrala mekanismer: somnbrist".

Denna dtgard &r av avsevard svarighetsgrad.

Djur kan uppleva besvér i samband med procedur framforallt somnbrist med ocksdi med tvingad fysisk
aktivitet, och korttids uppehall i tillgangen till mat och vatten. Djur kan ocksd uppleva stressi samband
med elektriska stotar.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa

Se forsoksgrupp ” Centrala mekanismer i normal kénslighet”, undergrupp ” Centrala mekanismer i
normal kanslighet”, &gard " Centrala mekanismer: smnbrist".

Beskrivning av vad som ska gorasfor att minska djurets lidande — bade farmakologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Motionshjul anvands som max under tvadagar i rad.

Under forsoket monitoreras djuren helatiden. Efter forsoket examineras djuren en gang per dag under
2-3 dagar for att sékerstélla att de inte minskat | vikt och att dom har ett normalt beteende inkl
gromning som tyder pa varaktig stress.

Utforaren av forsoken kommer att varal rummet under hela procedur och kommer att kola att djuren &r
okey varje 5 min.

Djuren kommer att under 5 minuter varje 3 timmar foras Gver till hemburen med tillgang till mat och
vatten. Detta gora att mossen har tillgang till vatten och mat for att undvika dehydrering och/eller stress.

Atgérd 11: Smértamodell: Reumatoid artrit

Ingdende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas
Vad djuret kommer att utséttas for inklusive forsoksperiodens langd for det enskilda djuret.
Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.

Vi ska studera vilken roll olika neuronala populationer i centrala nervsystemet har i kronisk smérta och
om underliggande mekanismer kan anvands for att behandla kronisk smérta eller forebygga utveckling
av dessa. For att utfora detta kommer vi behdva tva alternativ modell for kronisk smarta:

1) Nervskada (SNI) 2) Reumatoid artrit

Djur kan utsétts endast till en av dessa &tgérder, som utfors alltid efter "central mekanism" atgérd.

Reumatoid artrit (RA) modell utldses. Detta utlésas viai.v. injektioner av antikroppar (enstaka eller en
blandning av flera olika antikroppar; maxvolym per injektion — 150 ul; volymen som dverstiger 125 ul
(d.v.s. mellan 125 och 150 ul) injiceras langsamt, som en infusion). Upp till fyrainjektioner (en gang
per dag) utfors med 1-5 dagars intervall. For att 6ka inflammationen genomfors separatai.p. elleri.v.
injektioner av lipopolysackarider (LPS; max 2 mg/kg; max total volym for i.p. 300 ul och for i.v. 200
ul). Detta gors en gang, 4 till 7 dagar efter sista antikroppsinjektion. Inflammationspoéang bedoms
baserat paledernas svullnad och rodnad; Clinical Artritis Score (se Bas DB et al., Arthritis Rheum.
2012 Dec;64(12)): varje inflammerad (bade svullen och réd) ta noteras som 1 poang; om den dorsala
delen av tass- eller fotled / twist-led & inflammerad, ges 2,5 poang for méttlig inflammation och 5
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poang for svar inflammation, vilket resulterar i en totalpoang mellan 0 och 15 for varje extremitet och
hogst 60 poang per mus. Avbrytningspunkten for vara forsok ar 45 eller dver 35 for langre an 18 dagar.
Modell utveckling beddms med Clinical Artritis Score och sensoriskatest. Smértliknande beteende ska
bedbmas tidigast dagen efter antikroppar injektionen med 2 till 4 dagarsintervall men inte mer én 25
ganger per djur. Ingen smértliknande beteende testas for tre dagar efter LPS injektionen. Djuren
kommer att avlivas senast 8 manader efter forsta tecken pa modellutveckling (6kad kanslighet). Salang
tid krévs for att studera sensorisk dverkéandighet (observerad i RA-modellen under inflammationsfasen
men varar mycket |angre efter att den inflammatoriska fasen slutforts) och hur detta kan aterstéllas. Av
detta skal maste vi hdlladjur i ndgot forsok i huvudsak langre an andra laboratorier som &r intresserade
av modellens inflammatoriska fas.

Denna &tgard har avsevéard svarighetsgrad.

Djuren kommer att uppleva besvér i samband med ip €ller iv injektion. Atgérden resulterar i 3-5
veckors ledinflammation vilket kommer att orsaka smarta. Mdss kommer att visa ledinflammation frén
forsta dag efter L PS-injektionen, som nar maximum ca 8-10 dagar senare. |nflammationen kommer att
varakvar 3-5 veckor. Efter induktion av artrit & musen fritt rérlig och den framkallade smért-liknande
beteende hdller sig kvar under nagra veckor efterdt, efter inflammation att gatt ner.

L PS-injektion orsakar feberliknande symtom med nagot paverkat allmant tillsténd, piloerektion och
kroppshalIning den forsta dagen efter L PS-injektionen. Pagrund av detta hojs avbrytningspunkten till
1.2 under 48 timmar efter LPSinjektion. Djur aerhamtar sig vanligtvisinom 48 timmar.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sétt ar det basta sittet att
utfora atgarden pa
Vi behover anvanda denna modell for att komplettera information fran experiment med andra kronisk

sméartmodell, SNI, i var komparativa sméartstudie. Denna RA-modell & vé etablerad och karaktériserad
och det mestarelaterar till human RA.

Beskrivning av vad som ska goras for att minska djurets lidande — bade far makologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom okad tillsyn

Under 48 timmar efter L PS-injektionen kommer vat mat att tillhandahallas pa golvet i buren. Lokal
smértstillande kram tillhandahdlls pa svansen 15-30 minuter forei.v. injektion for att lindra smarta
inducerad genom injektion. Djuren kontrolleras 1-2 timmar efter LPS-injektion for allmant tillstand och
aven tecken pa nod dagligen under 3 dagar. Senare kontrolleras djuren varannan dag tills de tecknen av
inflammation i tassar forsvinner (ca 3 veckor)

Undantag

e Soker undantag fran kravet pa smartstillande behandling eller avlivning efter ingrepp nér ett djur kan
upplevasmartaenligt 11 kap. 8 § L 150.

Motivering: Djur kan inte ges smértstillande behandling eftersom vi behtver méta
kanslighetstroskel.

Atgérd 12: Smartamodell: Nervskada

Ingaende beskrivning av atgarden och hur djuret kommer att paverkas

Vad djuret kommer att utsittas for inklusive forsoksperiodens |angd for det enskilda djuret.

Beskrivning av hur djuret kommer att paverkas — eventuellt fysiskt och psykiskt lidande.
Vi ska studeravilken roll olika neuronala populationer i centrala nervsystemet har vid kronisk smérta
och om underliggande mekanismer kan anvands for behandla kronisk smérta eller férebygga utveckling
av dessa. For att utfora detta vi kommer behova tva aternativ modell for kronisk sméarta: 1) Nervskada
(SNI) 2) Reumatoid artrit.

Detta betyder att varje djur blir exponerad endast fér en av dessa procedurer, som utférs alltid efter
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"centrala mekanismer" dtgard.

Nervskada paischiasnerven kan utforas som fullstandig (axotomi ), partiell (spared nerve injury, SNI)
tvarsnitt eller nervligatur (partiell - spinalnerv ligation, SNL, fullsténdig - chronic constriction injury,
CCI). | deflestafal utfors det ensidigt. | mycket sdllsyntafall behover vi utfora proceduren bilateralt.
(Motivering for bilateralt: vid sdllsyntatillfalen & antalet neuron som paverkas av stor betydelse och
fler neuron paverkas vid bilateral an unilateral, som tex vid sortering av paverkade neuron for RNA
sekvensering. Det kommer ocksa resulterai att mer an tva ganger farre djur anvands totalt sett).

Bade partiell nervskada (SNI) och axotomi utfors under anestesi med isofluran. Huden rakas och
desinfekteras, darefter |aggs ett snitt genom huden pa mitten av laret pavanster sida. Tre terminala
grenar av ischiasnerven (common peroneala,tibiala och sural nerver) exponeras. En, tva (mest vanlig)
eller allater nerverna snors tétt ihop med silkesuturer (alt Supramid), skérs av distalt till avsndrningen
och 1-2 mm av nerven avlagsnas fran distalstubben. For SNL modell Iaggs sutursilke runt nerven i
mitten av |aret. Kontakt med eller stréckning av den intakta nerven undvikas under den kirurgiska
proceduren. Slutligen sys separat muskler med silkesuturer (alt Vicryl) och hud silkesuturer (alt
Supramid).

Axotomi utfors pa bakbenet. Ischiasnerven skérs av mitt palaret och 5 mm av den distaladelen
avlagsnas for att forhindra tervaxt; sedan stangs muskeln och huden pa samma sétt.

Bluff-operation innefattar nervavsnorning, men inte avskarning. Vi behover ocksdinjicera sparamne
(inkl. virus) eller aktivitetsmodifierande &mne i ischiasnerven eller dess gren(ar) (max volym 3 ul).
Detta kan utforas paintakt nervbana eller i samband med dess borttagning/skada.

Bluff eller avské&rning operation kan kopplas med "nerv block™. Detta utfors som implantation av
materia ("beads" eller "ark") som placeras runt/bredvid nerv och befria langsam lidokain eller annat
beddvning amne.

M6ssen behdlls upp till 3 manader efter nervskada operation.

FOr att na experimentets syfte maste smartnervbanorna vara aktiva och smértstillande medel kan inte
anvands pa samma satt som efter andra kirurgiskaingrepp. Mot bakgrund av detta skavi anvanda ett av
tva alternativa smartlindring: en systemiskt smartstillande injektion innan ingrepp eller lokal bedévning
i hud/muskellager efter ingrepp.

Denna atgard har méttlig svérighetsgrad.

Djur kommer att uppleva obehag och smértai samband med kirurgiska ingrepp. Obehag forekommer
ocksa frén forhojd kanslighet orsakad av smarta modellen, som kan fortga hela perioden efter att
sméartmodellen inducerats.

| alla nervskada modeller skadas vissa nerver pa nagot speciellt sitt under kirurgiskaingreppet. Vid

SNI (spared nerve injury, som vi nu mestadels anvander) skarstva av tre grenar av ischiasnerven av
(under narkos).

Nervskade proceduren &r inte mer smartsamt &n nagot annat ingrepp dar huden/muskler skars.
Sjalvklart att i det 6gonblicket nér nerven skars, aktiveras axoner massivt, sa det maste vara ett
smartsamt moment. Men detta 6gonblick intréffar alltid nér djuret & under narkos. Nér djuret vaknar
upp efter operationen kanner djuret inte ndgon starkare smarta &n efter andra typ av operation. Djur som
gar igenom nervskada och simulerad operation bor ha samma smértniva resulterande fran lokal vavnads
intrang (skar hud/ muskler for att fatillgang till nerv). Tvartom, djur med genomskurna nerver saknar
kansel (inklusive eventuell smérta) som skall utforas av den nerven. Det finns alltsd ingen anledning att
tro att djur med genomskurna nerver uppleva mer smarta én kontrolldjuren.

Skillnaden i kanslighet mellan djur med skadad nerv och kontrolldjur & inte omedelbar, men tar flera
dagar att utveckla. Mer information: tva grenar av ischiasnerven skars av och fran dem kommer ingen
sensation. Men om operationen var framgangsrik, da utfors signalen av axoner i den tredje grenen
(skonas, konserverade) som ger starkare kdnsla an det borde under normala forhallanden. Dennatyp av
Okad kanslighet & orsakas av fenomenet neuropatisk smérta. Det tar vanligtvis 3 dagar for djur vars
nerv skadas att uttrycka forstatecknet till f6ljd av operationen. Vanligtvis ndr effekten av ckad
kanslighet platai en vecka och stannar pa den nivan i ett par veckor eller mer och sedan kan ganer eller
st kvar.
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Djur som utsétts till nervskada modell uttrycker inget tecken pa spontan smérta.

Aven om operationen gér fel (vanligtvisinnebar det att den tredje grenen av ischiasnerven ocksa
paverkas), tappar djur helt kdnsla och uttrycker inte nagra tecken pa 6kad kandighet &ven om testad en
vecka dérefter. Det &r ett vanligt problem for en oerfaren forskare: det & inte att djuret har mer ont,
tvartom, det visar inte ndgra tecken av hogre kanslighet.

Motivering av atgarden —varfor den behdver goras och varfor beskrivet sitt ar det basta sattet att
utfora atgarden pa

Vi behdver anvénda denna sméartmodellen for studera den roll av olika neuronala populationer i centrala
nervsystemet inblandad utveckling av kronisk smérta har for kronisk neuropatisk smérta. Dessa
nervskade modeller & mycket etablerade och har bra reproducerbarhet. De beskrevs for ett par
decennier sedan.

Beskrivning av vad som ska gorasfor att minska djurets lidande — bade farmakologisk lindring och
Ovrigainsatser liksom okad tillsyn
Narkos anvands under ingrepp. Kirurgiskt ingrepp utférs av kvalificerad personal.

Undantag

e Soker undantag fran kravet pa smartstillande behandling eller avlivning efter ingrepp nér ett djur kan
upplevasmartaenligt 11 kap. 8 § L 150.

Motivering: Djur kan inte ges smértstillande behandling eftersom vi behéver méta
kéndlighetstroskel.

4.3.1.2 Svarhetsgrad och avbrytningspunkt

Svarhetsgrad: Avsevard

Beskrivning av avbrytningspunkten

Djuren avlivas om de ndr 0,4 pa en enskild parameter med undantag:

* stérning av kroppsrorelse (pa grund av att djuren forvantas kunna fa en halta efter operations alt
kemiskt kanslighet testning);

* diarrhea under 2 timmar efter opioid antagonist injektion.

Djuren avlivas med totalt poangtal Gverstiger 0,8 (kroppsrorelse ingdr) med f6ljande undantag:

* under 2 timmar efter opioid antagonist injektion & avbrytningspunkt 1.2 (inkl alla parametrar).
* LPS-injektion (RA model) orsakar feberliknande symtom med nagot paverkat allmant tillstand,
pilorfunktion och kroppshallning den forsta dagen efter L PS-injektionen. Pa grund av detta hojs
avbrytningspunkten till 1.2 under 48 timmar efter LPS injektion.

* Né&r artrit utvecklats: score 45.

* Nér artrit utvecklats: score >35i 18 dagar.

4.3.1.3 Efter forsoket

Avlivningsmetod: Koldioxid

Om metoden inte galler alla djur ska de djur anges som ska avlivas pa detta sétt.
Djuren placerasi en genomskinlig bur. Koldioxidhalten hjs darefter successivt.

Kontrollmetod for att sékerstélla att djuret &r dott
e Kontroll att cirkulationen har upphort

e Kontroll att rigor mortis har intrétt
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o Halsdislokation

Beskrivning av kontrollmetoden
Hal sdislokation, upphord cirkulation, avsaknad av vitala reflexer sdsom cornealreflex eller rigor mortis.

Avlivningsmetod: Halsdislokation

Om metoden inte géller alla djur ska de djur anges som ska avlivas pa detta sétt.
Djuret hdllsi svansen och nacken fixeras. En snabb ryck i svansen utfors som bryter djurets nacke.
Proceduren utforsi bade bedévade och vakna djur.

Kontrollmetod for att sékerstélla att djuret ar dott
e Halsdislokation

Beskrivning av kontrollmetoden
Hal sdislokation, upphord cirkulation, avsaknad av vitala reflexer sdsom cornealreflex eller rigor mortis.

Avlivningsmetod: Avblodning av medvetsl6sa djur

Om metoden inte géller alla djur ska de djur anges som ska avlivas pa detta sétt.
Djuren &r satt under narkos, thorax Gppnas och hjartat & exponerat. systemet toms pa blod genom
injicering i hjartat av PBS buffert (eller liknade). Efter det injiceras fixeringsdsning (t.ex 4% PFA i
PBS), annan eller annan |6sning om ofixerad vavnad & dnskad.

Beddvningsmetod

Narkosmedel

Beskrivning av bedévningsmetoden
Isofluran (3-5%) eller injektionsanestesi (medetomidin+ketamin, xylazint+ketamin eller pentobarbital).

Kontrollmetod for att sékerstalla att djuret &r dott

e Avblodning

Beskrivning av kontrollmetoden
Hal sdislokation, upphord cirkulation, avsaknad av vitala reflexer sdsom cornealreflex eller rigor mortis.

Djuren kommer att ateranvandasi andra forsok som inte omfattas av denna ansokan

Beskrivning av vad djuren kommer att anvandastill efter forsoket har avslutats.

Néagra djur ska ocksa skickas till var kollegor i EU, framfér allt Tyskland. De har unik metod for att
méta egenskaper av individuellanervandar i hud (utforas pa vavnadsexplantat). Vi skickar levande mus
efter veterindrs har bekréftat djurens bra kondition och hédlsa. Vi kommer behdva skicka mindre én 5%

av vara experimentella djur till kollegor i EU. Mottagarnai EU har forsoksdjuretiskt tillstand i enlighet
med nationella lagstiftning. Djur utsatts till méttlig stress under transport vilket ska hallit kort.

Djuren ingdr i andra grupper i denna ansokan

Beskrivning av vilken/vilka 6vriga grupper djuren kommer att ingai.

Nagradjur i denna grupp ingar ocksai forsoksgrupp "Avel och gemensamma procedur”.
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5 Undantag, sammanfattning

Soker undantag fran Jor dbruksverkets foreskrifter och allméannarad om
forsoksdjur (L 150)

e Soker undantag fran kravet pa smértstillande behandling eller avlivning efter ingrepp nér ett djur kan
upplevasmartaenligt 11 kap. 8 § L 150.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Titel

Centrala mekanismer i sensoriska ndtverk som styr kénsel och smérta

Sokord

smérta, sensoriska nervceller, ryggmérg, hjdrnan, stress

Varaktighet
Forsoket beraknas pagatill 2025-05-30

Anvandadjurarter
e Mus (Mus musculus), 14000 st

Syfte med for soket
0 1 Grundforskning

2 Forskning om vilka effekter sjukdomar, ohalsa eller annat avvikande tillstand har pa méanniskor,
djur eler véaxter samt hur de ska undvikas, forebyggas, diagnosticeras eller behandlas

[0 3 Forskning som innebar utvardering, pavisande, reglering eller modifiering av fysiologiskatillstand
hos ménniskor, djur eller vaxter

O

4 Forskning som syftar till forbéttring av djurens valfard

O

5 Utveckling, tillverkning eller testning av kvalitet, effekt och sikerhet av 1&kemedel, livsmedel,
foder och andra @mnen eller produkter. Detta géller endast i de syften som avsesi 2-4

6 Forskning som syftar till artskydd
7 Skydd av den naturliga miljon for att bevara ménniskors hélsa eller valfard
8 Skydd av den naturliga miljon for att bevara djurs hélsa eller véfard

9 Réttsmedicinska undersokningar

O 0o oo o

10 Anvéandning i htgskoleutbildning eller i utbildning som syftar till att forvarva, upprétthalla eller
utveckla yrkesfardigheter under forutséttning att anvandningen framgér av uthildningens kursplaner,
och & nodvandig med hansyn till syftet med utbildningen.

K]

11 Framstallning och uppréatthallande av en genetiskt modifierad djurstam

0 12 Annat - géller endast for forsok som sannolikt inte orsakar lidande i lika stor eller storre
utstrackning an ett ndlstick som utforts enligt god veterindrmedicinsk praxis
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Beskrivning av syftet med for soket

Beskrivning av vad forskaren syftar till att uppnd, ta reda pd, faststélla eller framstalla genom att utféra detta
forsok.

Savakansan av smartafinnsi var hjarna, aven om smartan upplevs som att varai tex i varamuskler,
leder eller ett sr i huden. Detta smartsystem ar livsviktigt och gor att vi kan skydda oss mot skada och
ocksa ta hand om befintliga skador sa att kroppen kan laka. Tyvarr kan det gafel i smartbanorna vilket
leder till obotlig kronisk smérta. Hjarnan har dock en mycket kraftig paverkan hur vi upplever smarta
och hur mycket smartavi kdnner. Det &r tex ett valkant faktum att somn, stress, angest, oro,
upphetsning, trauma och neuropsykiatriska sjukdomar kan vasentligt paverka upplevelsen av smarta
och denna paverkan har sitt ursprung i hjarnan. Syftet med dessa forsok &r hittainblandade
neuroner/cellkarnor i hjarnan och forsta hur de paverkar kanslighet/smarta och hur kan dom anvands for
att minska smérta

Beskrivning av nyttan av for soket

Beskrivning av nyttan for manniska, djur eller miljo. Hur resultaten vantas fa betydel se for den medicinska eller

biologiska utvecklingen och nér det galler grundforskning vilka framsteg eller nya rén som kan forvantas pa langre

sikt.
Runt 20% av befolkningen lider av kronisk smérta och ca 1/3 av dessa har sa svara smértor att det
paverkar deras liv avsevart. Trots att kronisk smérta orsakar mycket lidande, saknas adekvata | &kemedel
for smartlindring. De tillgangliga smértlindrande | akemedien har dalig effekt och fungerar bara paen
del av de som lider av kronisk smérta. Det har inte tagits fram ndgot konceptuel It nytt |akemedel for
behandling av smarta pa manga artionden. Genom att hitta dom nervceller som styr hur mycket smérta
som hjarnan tillater att vi kanner, hoppas vi forklara varfor sméarta okar vid samsjuklighet
(komorbiditet) sasom okad smérta vid undersovdhet, Iangvarig stress, angest, oro, depression och andra
neuropsykiatriska sjukdomar sdval som minskad vid tex kortvarig stress. Denna kunskap &r viktigi sig
och kan forklara vad som hander vid olika smérttillstand och kan ledatill att vi hittar markorer som gor
att man kan méta hur olika delar av detta system anvandsi olika patienter/smérttillstand. Kunskapen
kan ocksa hjal pa hitta helt nya vagar for att ta fram nya lakemedel mot kronisk smarta.
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Beskrivning av vilken paverkan for soket forvantas ha pa djuren

Beskrivning av vilka negativa effekter forsoket forvantas ha pa djuren och vad som ska handa med djuren efter
forsoket.

Den centralafragan i denna studie &r hur olika nervcellsgrupper som aktiveras bl.a. av stress, somnbrist,
fysisk aktivitet i hjarnan kontrollerar smértkanslighet och utveckling av kronisk. For att
markera/manipul era dessa cellgrupper utsétts djur for motsvarande upplevelser (t.ex. stress, somnbrist,
fysisk aktivitet). De djurmodeller vi anvander for att studera paverkan pahur hjarnan styr
smartkanslighet ar véa etablerade och beskrivnai litteraturen. For att studera/lmanipulera funktionen av
specifika cell gruppersroll fér smartupplevel se kommer vi att anvanda djur som & genmodifierade
och/ellerutsétts for olika standard procedurer, t.ex injektion i hjarnan och/eller i ryggmérgen. Detta har
relativt mindre paverkan pa djuren an vad sjdva modellerna for smarttillstand har. Vi méter bla hur
sensorisk kanslighet andras dver tid i dessadjur. | sddana experiment upplever djuren ett mindre obehag
nar sensoriska stimuli (varme, kyla, mekanisk) appliceras. | de flestafall flyttar sig djuret fran stimulus
for att undvika obehag. | dessa forsok uppstar obehag fore smérta och djuren forvantas darfor inte
paverkas mycket. Vissa studier har det till och med visats att dessa sensoriska test kan vara
underhallande for djuren om de utfors repetitivt, dvs da stress relaterat till forsoket forsvunnit. For att
studera hur de nervcellpopulationer i hjdrnan &r iblandad i utveckling av kronisk sméarta kommer vi
utféra nervskade modellen som speglar vad som hander vid neuropatisk smérta, diabetes neuropati
aternativt experimentell modell for reumatoid artrit. Den sistnamnda paverkar djur starkare och
involverar nagra dagar av ledinflammation som &r forknippade med en hojd kdndighet i leder.

Onodigt lidande for djuren kommer att undvikasi och med att vi har valdefinierade avbrytningspunkter.
Efter avdutat forsok, da antingen avbrytningspunkten eller utpunkten har uppnétts, kommer djuren att
avlivas. Mindre an 5% av véara experimentella djur kommer att skickas till vara samarbetarei Tyskland.
De har en unik metod for att méta egenskaper av individuella nervéndsiut i huden (efter att djur har
avlivats) och dessa forsok &r en betydande del av detta projekt. Vi skickar levande moss efter
veterindrer har besiktigat djuren och bekraftat deras goda hdlsa. Djur utsétts for mattlig stress under
transport vilket kommer att hallas sa kort som det & majligt.

3R - Ersétta (Replace)
Varfor djur maste anvandas och varfor djurfria alternativ inte gar att anvanda.

Mus &r den optimala djurarten da det finns ett brett urval av stammar (liksom tekniker for att producera
dessa) som tilldter anvandning av olika molekyléra verktyg, sdsom site-specifik rekombination (Cre,Dre
etc.), knock-out, knock-in, optogenetisk och annan syntetisk aktivering av nervbanor mm. De olika
upplevelse modellerna & bast utvecklade och beskrivnai mus. De flesta tillgangliga beteende tester har
utvecklats och optimerats for moss. Den patol ogiska processen som vi ska studera ar ett komplext
samspel mellan nerveeller i periferi, ryggmérgen och hjarnan. Av detta skdl finns det for nérvarande
inget adekvat djur-fritt alternativ som reproducerar komplexiteten av detta system. Det garinte heller att
studera effekten av komplexa upplevelser i djur-friamodeller. Det & ocksa svart att anvanda légre
evolutiondra organismer eftersom vi forsoker forklara orsakernatill onormal smérta hos méanniska.

3R - Begréansa (Reduce)
Vad forskaren har gjort for att férsikra sig om att de anvander det minsta mdjliga antalet djur.

Vi anvénder vél etablerade diabetes modeller som betyder att vi forhoppningsvis behdver ett litet antal
djur for att optimera modellen. Vi utnyttjar ocksd moderna, rationella och adekvata metoder som gor att
vi kan svara pa specifika fragor rorande mekanismer for kronisk smérta och som leder till hog
experimentell reproducerbarhet. Detta sékerstéller att farre djur anvands for att natillforlitliga
slutsatser.
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3R - Forfina (Refine)

Forklaring till valet av djurart och varfor de metoder som anvands &r de mest skonsamma med hansyn till att uppna
syftet med forsoket. Beskrivning vad forskaren gor for att minimera djurens eventuella lidande.

Mus anvands eftersom genetiskt verktyg samt urval av modeller och procedurer & mycket vél
utvecklade i denna art. Salunda kommer anvandningen av denna art att markant reducera antalen djur i
forsok eftersom vi inte namnvért behdver utveckla metoder. Tillgangligheten av manga olika
musstammar gor att vi kan utfora exakta experiment for att svara pa specifika fragestalIningar.
Upplevelse moddllerna for kronisk smarta kommer att optimeras/validerasi ett mindre antal djur innan
andradjur utsétts for dom. Narkos anvands under kirurgiskt ingrepp. Djur behandlas med sméartlindring
dadet & mojligt samt far 1amplig tillsyn efter kirurgiskt ingrepp. Djur kommer att vanjas (habitueras)
fore beteende tester. Néar det & majligt anvands mindre invasiva test och test som baseras pa fri
rorlighet hos djuren vilket markant minskar djurens paverkan. Stimuli applikation kommer inte att
upprepas mer an vad som kravs for att fa noggranna och reproducerbara métningar. Djuren inom
reumatoid artrits modellen kontrolleras regel bundet och avslutas om avbrytningspunkten ar nadd. For
bedémning av djurens situation och for att undvika lidande och stress kommer Karolinska I nstitutets
utokade bedomningsmall att anvandas. Vid osékrafall kommer veterinér att kontaktas. Extratillsyn och
extra berikning kommer att ges vid detillfallen som kraver detta.
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Bilaga 1, sida 2

Forsoksgrupp 2
Centrala mekanismer (CM) i
norm.kansklighet

Forsoksgrupp 3
Centrala mekanismer
(CM) i kronisk smarta

Variant | Variant Il
Max sensoriska test/ 45/5/10 22/3/6 60/12/25- RA utan CM
Max avsevadra test/ 45/12/22- SNI utan CM
Max test dagar 30/5/13-RA/SNI med

CM
Max “centrala mechanism” 1 2, dvs “Den 1
atgarder andra CM
atgard” utfors

Kronisk smarta modell - - 1, nervskada eller RA
Max djur 2300 150 1000




Fragor till 10406-2020 (2020-08-27) Bil. A1

1. Finns en utvardering av 47/13? Vanligen bifoga i sa fall.
Svar: Nej, det finns inte. Vi har inlamnat utvardering for ett antal andra tillstand som
gatt ut under de senaste tva aren men har inte fatt forfragan kring 47/13.

2. Fanns det nagra villkor for det etiska godkdannandet for 47/13?
Svar: Det fanns 14 villkor, ett av dem var senare dndrad genom ett tillagg (lang
bedovning for nervskada modell).
Foljdfraga: Vad var villkoren, och ar det nagra av dessa villkor som specifikt hindrat er
fran att uppna syftet med er forskning?

Villkor till N 47/13 med kommenterar i samband med nuvarande ansékan:

|. Godkannandet galler endast for i ansdkan angivna stammar. — Som vi férstar denna regler
har éndrats.

2. Godkdnnandet galler endast for klart angivna forsdksupplagg enligt

kompletteringar till ansékan — blir standard.

3. Genotypning ska ske i forsta hand genom 6ronklipp, eller om nédvandigt genom
svansklipp under anestesi om det gors efter avvanjning - blir standard.

4. Betraffande djur med fenotyp ska forsoket avbrytas vid 0,3 enligt Kl :s mall. — / var
“huvud” tillstdnd 9702-2018 (som fortfarande aktuellt) har vi 0.4 avbrytnings fér denna
situation och skulle vilja behdlla det.

5. Vid upprepade i.p.-injektioner ska djurets buk palperas och forséket avbrytas vid Peritonit
- blir standard.

6. Forsoket ska avbrytas vid kldda som ger upphov till sar, eller kldda som patagligt stor
djuren under flera dagar.- gdller

7. Forsoket ska avbrytas vid en viktminskning pa 20% eller mer. Vikt ska jamféras med
obehandlade kontrolldjur. — Det dr inte relevant. Djur minskar inte vikt i denna modell.

8. CFA far ges endast en gang per djur. — vi slutade att anvdnda CFA. Karragenan anvénds
istdillet.

9. Max 3 upprepningar av kdnslighetstest och max en kombination av tva olika
kanslighetstester med en duration pa som mest 10 min/test. — detta stdmmer inte nu och vi
jobbar inte under sadana villkor frdn 2018 (tillstand 9702-2018).

10. Max 3 upprepningar av sensorisk stimulitest och max en kombination av tva

olika stimulitester med en duration pa som mest 10 min/test. — detta stdmmer inte nu och vi
jobbar inte under sadana villkor fran 2018 (tillstand 9702-2018)

11 . Vid intradermal injektion ska minsta mojliga volym ges och minsta mojliga nal
anvandas. - blir standard.

12. Post-operativ smartlindring, utom vid minipumpsoperation, ska ges i minst 72

timmar och darefter vid behov. Namnden rekommenderar en kombination av

NSAID och buprenorfin/Temgesic. — kan inte anvénds

13 . Miljoberikning ska ges enligt Kl:s miljoberikningsplan. - blir standard.

14 . Forsoket ar av avsevard svarhetsgrad.



3. Kommer avels- och kolonidjur avlivas efter 18 man eller 6 kullar? Om langre tid ar
nodvandigt vanligen motivera varfér djuren maste hallas sa lange.
Svar: Det gar bra med 18 man eller 6 kullar.

4. P3sid 7 star foljande: "Tid raknas fran forst mattlig/avsevard atgard, d.v.s. metoder
som t.ex. s.c., i.p., p.o. eller milda sensorisk testning satter inga specifika slutpunkter
utan da anvander vi slutpunkter fér koloni och avelsdjur.” Hur tanker ni kring detta da
upprepning av t.ex. i.p ar av mattlig svarhetsgrad, vilket de andra
administreringarna/sensoriska testerna ocksa kan vara om de upprepas ofta. Vanligen
andra och ange tydligare slutpunkter aven for dessa forsok.

Svar: Om djuren nar mattligt eller avsevard svarighetsgrad ar slutpunkt 6 resp 4
manader fran dagen svarighet nar respektive grad, fast inte for djur i RA modell. |
denna modell &r slutpunkt 8 manader fran LPS-injektion.

Foljdfraga 4a: Slutpunkten ar den tidpunkt dar forséksledaren utgar fran att ha
uppnatt syftet med forsoket. For “generiska atgarder” dar slutpunkten kan bli upp till
24 manader (en normal livslangd for en mus pa forsoksdjursanlaggning) innebar
detta att ni inte kan sakerstalla nar under en livstid som syftet med dessa generiska
atgarder har uppnatts. Det gor det tveksamt vad syftet ar. Kan ni utveckla ert
resonemang?

Svar: T.ex, for att ha effekt for specifik cell grupp maste djur injiceras med TAM
senast nar de ar 2-3 veckor gamla. Da kan det tar 2-6 manader innan vi borja att
anvanda dem for ndgon avsevard atgard, t.ex nervsakada eller RA modell som
bestammer ny slutpunkt separat. Vi menar att “generiska atgarder” anvands oftast i
samband med féljande "stora atgdrder” som maste bestdmma slutpunkt i forsta
hand. Vi tror att vi kan klara med 14 manader slutpunkt for “generiska atgarder”.

5. Nianger pas. 12 att ni vill anvdnda djur som riskerar bli blinda pa ett eller bada
ogonen. Vi foreslar att endast djur som ar blinda pa ett 6ga far anvdandas. Kommer ni
folja det och begar ni i sa fall nagra fler djur?

Svar: blinda pa ett 6ga, enl ovan ar OK.

6. Taspetsbiopsi ska undvikas om mojligt enligt L150 14 Kap. 8-98§§. Kommer ni enbart
anvanda taspetsbiopsi (max en ta per djur P4-P7) om musungar ska anvandas i forsok
fore P7 och inga alternativ ar majliga och att djuren far smartlindring innan biopsi tas?

Svar: Ja. Vi kommer enbart anvdnda taspetsbiopsi (max en ta per djur P4-P7) om
musungar ska anvandas i forsok fore P10 (for att hinna analysera biopsi som tagna
P7) och inga alternativ &r maojliga och att djuren far smartlindring innan biopsi tas.

7. 0,5mm taspetsbiopsi, riskerar det vara mer an yttersta falangen pa en ta? Om ja,
motivera varfor det ar absolut ndédvandigt att ta mer an yttersta falangen pa en ta.
Svar: Vi tar sa lite som mojligt men tillrackligt for att kunna gora reproducerbar
genotypning. Som vi fattar racker yttersta falangen for detta.



8. Kommer ni tillampa beddmningsmall 1B och avbrytningspunkter fér mus innan
avvanjning? Med undantag for enbart okuldar bedémning de forsta dagarna efter
fodsel?

Svar: Ja

9. 9timmar med smartstimulerande tester later valdigt pafrestande for djuren. Kan

antalet stimuleringstester pa en dag minskas?

Svar: Det ar fel tolkat. Vi vill uppméarksamma namnden att djur riskerar att uppleva
smarta enbart i de forsok med mattlig och avsevarda tester. Vi har klassat mattlig
svarighetsgrad som den grad som uppstar i alla forsok dar stimulus appliceringen
upphor sa snart stimulus nar niva som orsakar obehag, vilket leder till en reaktion hos
djuren. Det betyder att “smartstimuling” som kan fortga langre dn nagra sekunder
bara ar aktuell for avsevarda test. Den andra moment inom 9 timmar kommer fran
experimentella schema néar nagra djur sitter pa arena ganska lang tid for habituering
och genom att test utfors i turordning till olika djur, dvs varje djur utsatts inte for
stimuli mer an 5% av total experimentala tiden. Den storre delen av de 9 timmarna
sover (eller ndastan sover) djuren pa arenan.

Foljdfraga 9b: Ar det mojligt att djuret har ndgon typ av pdverkan (genetiskt eller annan) att
de inte klarar av att dra undan tassen i tid och far skador pa tassen vid vissa av de sensoriska
testerna?

Svar: For att undvika denna situation har vi i alla vara tester beskrivit slutpunkt. Vi har nu gatt
igenom alla testbeskrivningar igen och kan addera féljande begransningar:

* pinprick- maximalt 6 applikationer (3 per tass) i de fall djuren inte svarar pa stimuli.

* hot plate — avbrytningstiden ar halva tiden som ar listad for detta forsok ifall djuret inte
uppvisar nagon reaktion. Tex, avbrytningstid vid for 480C — ar 1 min ifall djuret inte reagerar
pa stimuli. Denna begransning ar inte relevant for kyla eftersom den kyla vi applicerar inte ar
sa lag utan motsvarar vad dom upplever da dom tex springer pa sno vilket inte leder till
nagon skada.

10. Totalt 45 smartstimulerande tester later mycket for ett enskilt djur, liksom upp till 6

tester pa en dag. Kan antalet minskas?

Svar: Som beskrives ovan, i svar 9, djur upplever inte smarta i samband med ringa
och milda test (8 test av 17). Under mattliga test (7 av 17 test) kan djur uppleva
smarta som mest under bara nagra sekunder. Det dr bara under 2 avsevarda (2 av 17)
test som djur kan upplev smarta langre. 6 test per djur/dag utfors extremt séllan,
max under tva dagar per djur och pa mindre dn i 5% av djuren. Under de senaste aren
har vi optimerat protokollet och som har lett till ovan minskning och vi kan inte
minska det ytterligare. Dock vill vi att namnden observerar att dessa ar maximal antal
test. For de flesta djur blir det mindre, 3 eller 4 test per dag under mindre an 10
dagar.



11. Hur lange kan djuren som langst vara utan mat och/eller vatten under en testdag?
Svar: 6 timmar, men i de flesta fall ar det kortare. 1) Vi foreslar | ansdkan att vid
kronisk fysisk avktivitet att djuren har en paus med tillgang till vatten och mat var 4e
timme. 4 timmars begransning fungerar inte har (sensorisk testning) eftersom
habitueringen kan ta upp till 2 timmar (tex, pa natgolvet) och sedan utfoérs flera
tester pa den arenan . Detta kan sammantaget ta upp till 6 h. Om vi under denna tid
skulle satta djuren tillbaka i buren for en paus med mat och vatten sa maste djuren
habitueras igen till arenan. 6 timmar galler saledes den maximala tiden i samma
arena. Vi vill har paminna om att sensoriska testerna utfors dagtid, da djuren normal
sover storre delen av tiden och vatten och matintaget ar minimalt. 6 timmars med
begrdnsning av mat under denna tid har liten eller obefintlig paverkan pa djuren.

12. Hur lange riskerar djuren kdnna smarta efter kemisk kanslighetstest? Kommer djuren
fa smartlindring efter 90 min vid kemiska kadnslighetstest (dvs efter 90 min samling av
data avslutats)?

Svar: Kemiska substanser skiljer sig at. Capsaicin och formalin har en effekt upp till ca 30
min resp 90 min emedan karrageenan (klassisk inflammatorisk modell) har en effect upp
till 48 timmar eller langre. Ja, djuren far smartlindring efter att data har inhamtats i de
fall kvarvarande spontan smartbeteende observeras efter att datainhamtningen ar klar.
Datainsamling for karrageenan utférs under upp till 58 timmar efter administrering av
substans, sa smartlindring ges inte innan denna tidpunkt. Om smartlindring ges i
samband med sensorisk testning, sa raknas inte injektionen av smartlindring in i det
totala tillatna antalet injektioner, eller sa okar det totala tillatna antalet tillatna
injektioner med samma antal som antalet administrerade smartlindringar i samband
med kemisk kdnslighetstest.

Foljdfraga 12b: Vanligen motivera varfoér de sensoriska testerna med avsevard
svarhetsgrad kravs for att uppna syftet med forsoket.

| alla vara studier behover vi utfora olika test for att forsta hur kdnsligheten férandras.
Kemisk kanslighet ar en viktig tyd av sensorik och kan bara testas genom kemiska
kanslighetstest. | motsats till de andra testen klassar vi dom som avsevarda. Det mest
svara testet, carrageenan ar den enda modellen vi anvander fér inflammatorisk smarta.
Vi mater i detta test kdnsligheten under den inflammatoriska processen. Detta tar upp till
tre dagar och analys av mekanismer kring inflammatorisk smarta kan inte utféras utan
detta eller liknande test. Inflammatorisk smarta ar en kliniskt mycket viktig typ av
smarta.

Avsevard variant av Hot/Cold plate: nar djur utsatts for obehaglig temperatur uttrycker de
tva typer av beteenden, som formedlas av tva olika neuronala védgar. Den ena typen av
beteende (t.ex tass lyftning) ar en reflex vilket kommer forst under obehaglig stimulering och
antas formedlas av ryggmargsnervbanor (dvs lokala reflexvagar i ryggmargen). Den andra
typen av beteende (t.ex. tass “bevakning” och slickning) kommer senare, och kallas for



”coping” dvs omhandertagande beteende och involverar andra populationer av celler i
ryggmargen och ocksa specifika nervcellspopulationer i hjarnan. De tva olika typer av
beteende visar darfor inblandning av olika (nerv) cells populationer och signalbanor och det
ar viktigt att de 6vervakas tillsammans, dven om “coping” — beteendet upptrader med en
viss fordrojning, vilket innebar att djur maste stanna langre kvar pa plattan. Detta ar
standard for att registrera “coping” beteende och det finns ingen annan metod for att
urskilja detta beteende eftersom det visar sig med en viss tidsforskjutning (dvs efter ”reflex”
beteende) under exponering till obehaglig temperatur.

Foljdfraga 12c: Narvarar veterinar vid de avsevarda sensoriska testerna?

Ja, vi alltid informera vet om kommande avsevarda procedur och oftast vet ar pa plats
atminstone under forsta par ganger.

Foljdfragal2d: Ar det mojligt att korta ned tiden fér datainsamling vid test med
karrageenan sa att djuren kan fa smartlindring tidigare?

Nej, vi diskuterade denna fraga i labbet innan vi svarade fr.12. Vi skulle vilja behalla
maximal 58 timmar efter injektion. Ofta anvands 72 h och vi har redan minskat det med
14 h.

13. Om djuren har fortsatt klada efter att testtillflle avslutats, avlivas djuren da?
Svar:
Om djuren har kontinuerlig klada 90 min efter test sessionen avslutats injiceras
smartlindrande eller appliceras Xylocain krdm maximalt tva ganger och ifall klada
fortsatter efter detta avlivas djuret.

14. Hot/cold plate test. Det racker med att ett djur ar paverkat 20 min efter avslutat test
for att klassificera det som avsevart. All svarhetsbedémning ska utga fran den hogsta
paverkan ett enskilt djur kan uppna. Ok?

Svar: Ja, individuell svarighetsgrad avgors av det hogsta som ett enskilt djur paverkas
av under hela experimentella flodet. Dock vill vi papeka féljande: Pa sida 24 | ansdkan
beskriver vi | detalj hur svarighetsgrad bestams for varje djur for de olika varianterna
av hot/cold plate test, dar vissa ar avsevarda och andra mattliga. Dar framgar att
avsevard klassas som sadan da det finns ett kvarvarande, icke-provocerat paverkan
pa beteende 20 min efter att djuret ar tillbaka i omgivande temperatur och
svarighetsgrad ar mattlig da nagot kvarvarande beteende inte finns hos atminstone
80% djuret. Vi kommer inte att utfora testerna som bestammer svarighetsgrad pa
alla djur i experiment utan det gors forst pa ett mindre antal och alla djur darefter
kommer att klassa som mattlig eller avsevard baserat pa de resultaten.

Foljdfraga 14b: Om ett djur i forsok riskerar vara paverkat 20 min efter avslutat test
ska namnden klassificera testet som avsevart. Det medfor rimligtvis att det racker
med att ett djur i experimenten for klassificering av testet ar paverkat 20 min efter
avslutat test for att klassificera det som avsevart. Kan ni félja det da det underlattar
om ni och ndmnden har samma klassificering?



Svar: Det gar bra. Om atminstone ett djur fran 8 testad visar oprovocerade beteende
20 min efter sensorisk testning slutar da klassificeras test som avsevard. Annars
klassificeras test som mattligt.

15. Kommer de djur som har/riskerar fortsatt paverkan efter avslutat hot/cold plate test
fa smartlindring?
Svar: Ja, i de fall minst 2 av 6 djur uppvisar oprovocerat beteende (lyfter eller skakar
tassen) 20 min efter djuret tagits bort fran hot/cold plate, sa klassas testet som
avsevart och alla djur som genomgar samma variant av test i samma experimentella
flode far smartlindring en gang efter att testet avslutats. Dock vill vi papeka att vi inte
tror att detta kommer att behovas.

16. Ar det verkligen nédvandigt med ett avsevart och tvd mattliga test pa en och samma
testdag? Kan ni inte begransa till att om avsevart test genomfors ska inte djuren
genomga nagot annat den testdagen och om mattligt test genomfors sa far det bara
kombineras med ett milt eller max ett ytterligare mattligt test samma dag?

Svar: Svar: Det ar relevant om cold/hot plate test varianterna som tillater matning av
sa kallat nociceptivt beteende (av mattlig/avsevard karaktar) ar klassat som avsevart
(se p. 24 kriterier, see svar 15 ovan) eller mattlig (som ar det avsedda testet). Om
testet ar mattligt, sa ar det enda avsevarda testet vi behdver utfora kemisk
kanslighetstest och dd kommer max antal avsevarda test per djur bli 3 (inte 12).
Avsevarda test utfors endast som det sista tested under dagen. Generellt sett utfors
testen | block under samma dag eftersom kansligheten forandras over tid och det ar
viktigt att ha matningar av olika typer av kanslighet under samma dag for att kunna
jamfora resultaten. Det ar sdledes vetenskapligt viktigt att kunna gora olika
matningar under samma dag.

Foljdfraga 16b: Finns det inte en stor risk att resultaten paverkas av att djuren utsatts
for smartstimuli samma dag sa att de reagerar mer?

Svar: nej, det tror vi inte. FOr att undvika sadan risk beskriver vi pa s 25 av ansokan vilka test
kan inte kombineras pa samma djur/dag: ”1) PAM; Randall-Selitto; Klam test

2) Icke smartsamt aceton test; Kylsmarttest; Troskeln for termiskt obehag (for kyla); 3)
Radiantheat; Troskeln for termiskt obehag (varme); Hot plate.” Andra test skulle inte
paverka varandra. Kemisk kadnslighet test alltid utforas sist i pa samma dag om kombineras
med andra test.

17. Max 12 avsevarda test/djur. Kan detta minskas?
Svar: Se svar 16. Vi hoppas att nocifensiva testet (Ianga varianten) av cold/hot plate
kommer att klassas som mattlig. Vi kommer | detta fall behéva max 3 avsevarda test
(kemiska test). Om mot formodan detta test visar sig som avsevard kan vi inte
begransa oss till farre an 10 avsevarda test eftersom nocifensiva svaret ar viktigt att



kunna mata for att forsta den normala kadnsligheten och det behover upprepas for att
forsta dynamiken/férandringar av kansligheten.

Foljdfraga 17b: Kommer max 10 avsevarda test per djur genomforas?
Svar: OK, max 10 avsevarda test.

18. Atgérd 5 och 6, kirurgiska ingrepp. 2-3 cm stora snitt dr ganska mycket pa mus och de
bor val fa smartlindring minst tva dygn post-op och darefter vid behov?
Svar: Vi anser att muskel och benborttagning paverkar djuren mer an snittets storlek
och detta paverkas inte nodvandigtvis av snittets langd. | ssmband med discussion
med nadmnden for var nyligen godkdnda 2903-2020 har vi reviderat vara lab rutiner
for att utfora extra vard och smartlindring vid denna typ av kirurgi. Det framfordes
att lakning av ett kirurgiskt hudsnitt gar mycket fort. Normalt ar stygnen intakta
under 3 dagar och faller bort vid 7 dagar efter kirurgin och huden ar da lakt. Efter
diskussion med forskare med manga ars erfarenhet av sadan kirurgi skall minimal
anaestesi for kirurgin vara: i.t (med hud snitt) and l.sp (lumbar) — en systemisk
anaestesi atminstone nasta dag efter ingrepp. Vi papekar ocksa att i.t. normal ges
utan incision i huden. Salunda tolererar djuren val i.t./i.sp vid ansokt kirurgi och vi
hoppas att namnden tillgodogor sig var expertis i denna fraga. Vid behov ges forstas
ytterligare anaestesi.

Foljdfraga 18b: Notera att vi efterfragar post-op behandling med anelgetika
(smartlindrande), inte forlangd anestesi. Ni har angett att ni ger karprofen om ett
djur uttrycker tecken pa smarta. Vi rekommenderar att ni ger post-op smartlindring i
2 dygn efter kirurgi oavsett tecken. Kommer ni ge post-operativ smartlindring i 2
dygn efter kirurgi?

Answer: OK.

19. Resuturering far ske hogst en gang. Ok?
Svar: OK.

20. Kommer ni tillampa bilaga 2 till bedomningsmallen, Ansiktsuttryck kopplade till
smarta fore, under och efter testtillfallen, och med undantag fér post-op da
smartlindring ges, avbryta forsok/avliva djur vid tecken pa avsevard smarta eller
mattlig smarta under langre tid (mer an tre dagar)?

Svar: OK

21. Manga manniskor mar illa av opiater, finns det risk for detta dven hos moss? Hur
sakerstaller ni validiteten i férsoken i sa fall? Finns det alternativ till denna metod som
ar mildare for djuren?



Svar: Det ar inte forvantat att djuren mar illa av opiater. Djur som uppenbarligen ar sjuka
under opioidexponeringen avlivas. Den enda alternativa metoden for att inducera
opioidberoende ar att inplantera en subdermal morfin "pellet”. Dock rekapitulerar inte
denna modell manniskans opiodberoende eftersom exponeringen ar stadig och kontinuerlig.
| manniska konsumeras opioider intermittent, med timmar mellan intaget och med 6kade
mangder da tolerans byggs upp. Detsamma galler djur, administrering | musmodellen pa det
foreslagna sattet eder till storre tolerans och snabbare utveckling vilket visar att
musmodellen rekapitulerar situationen hos opioidberoendet hos manniskor.

22. Vi foreslar att ni sarskilt 6vervager och underséker alternativa modeller/upplagg for
stress, fysisk aktivitet och somnbrist. Och viljer mindre plagsamma och mer
relevanta modeller som mer liknar den stress, depressions- och somnbristniva
manniskor med smarta har. De atgarder ni foreslar ar samtliga av avsevard
svarhetsgrad och tillsammans med o6vriga atgarder av avsevard svarhetsgrad, dar
flera dessutom kommer upprepas och kombineras, medfér en allt fér stor
pafrestning pa djuren och strider mot Djurskyddsférordningen 7 Kap. 9§. Se nedan
nagra skal for detta:

a) Max antal Porsolt/FST/djur som centrala namnden godkant ar 4 st och de ar pa max
15 min vardera. 21 st FST upp till 30 min ar alldeles fér mycket. Kontinuerlig
immobilisering kommer djuren att anpassa sig till och darmed na lagre stress efter
hand. Titta garna pa mojliga upplagg/paradigm med varierande stressorer istallet for
att uppna mild/mattlig depression/stress. Sadana upplagg/paradigm férekommer
bl.a. inom depressionsforskning.

Svar: Svar: Vi har tittat pa kronisk varierande stress paradigm men detta har inte anvants
for smartstudier. | motsats sa har effekten av kronisk och akut immobilisering pa smarta
studerats omfattande. Dock har vi efter detta forslag av namnden beslutat att testa
variabel stress och beskriver detta paradigm som ett forslag till fraga 34.

b) 12 timmar pa I6pband utan mat OCH vatten medfor en valdigt stor paverkan pa moss
pa flertalet variabler som utéver djurens lidande dven riskerar paverka era
mojligheter att tolka resultaten. 5 min paus for att ata ar for kort tid och djuren
hinner inte tillgodogora sig naring till musklerna, dessutom ska djuren fa elchocker
och vara i rorelse vilket ytterligare forsvarar amnesomsattningen. Med mdssens
snabba dmnesomsattning motsvarar nog en sa lang tid med forcerad aktivitet och
utan mat flera dygn for en manniska. Vilka andra alternativa atgarder kan anvandas
for att uppna sémnbrist/depression? Ar det t.ex. méjligt att istallet indra pa
dygnscykel och belysningstider, blinkande ljus etc.?

Svar: Ja, vi instammer att 12 h utan vatten paverkar djuren, men vi har inte foreslagit langre
tid @n 4 h. Vi har ocksa forsokt hitta information som visar att 5 minuter ar for kort paustid
for att ata och dricka men hittar inte nagon dokumentation som visar att det ar for kort. Om
namnden har fakta och ar sdker pa detta, sa kan vi 6ka pausen till 10 min mat/vatten paus



var 4e h. Vi hoppas ocksa att vi kommer att kunna minska spring protokollets langd fran 12
till 10 timmar per dag. Andra rapporterade och etablerade metoder for somndeprivering
inkluderar: Blomvasmetoden (ma&ss placers i en behallare fylld med ca 1 cm vatten, och en
liten platform for att halla sig torr). Plattformen ar sa liten att musen kan undvika vattnen
men att den inte kan ligga ner; Nya objektmodellen dar ett nytt objekt eller en knackning pa
buren presenteras varje gang musen haller pa att somnas. Den férsta modellen férhindrar
att musen ligger under experimentet och darmed har en storre stresseffekt an treadmill (dar
musen kan ligga ner da och da under kortare perioder av ca 5 sekunder per gang). Den andra
metoden involverar EEG och EMG apparater for att kunna mata vakenhet (baserat pa hjarn
eller muskelaktivitet), vilket skulle involvera invasiv kirurgi. Av dessa orsaker verkar treadmill
vara den minst stressande metoden for moss. Vad galler elektiska stoten sa vill vi ndmna att
musen lar sig fort och att det ar sannorlikt att antalet stotar inte blir fler an 4 st under en tid
av flera timmar. Salunda kommer stotarna inte bidra till minskad majlighet for intag av
vatten och mat. Men som namns ovan kan vi 6ka pauserna till 10 min.

Studien av E G Marchant, R E Mistlberger. Physiol Behav. 1996 Aug;60(2):657-63 indikerar
att treadmill paradigm inte orsakar pataglig stress. Dom anvande sig av |0pning | springband
under 3hr varje dag (10 min mat/vatten paus), 6 dagar/vecka under 7 veckor. | dessa férsok
avnande dom sig av e hastighet som dr 5x snabbare an den vi anséker om (16m/min vs.
3m/min), och total distans var 2.88km (vs. 2.16km i varat 12hr protokol). Férfattarna
rapporterar ingen stress-relaterad fenotyp | detta protokoll.

Foljdfraga 22 b2: Ar det mojligt att 6ka viloperioden till 10 minuter och att ni erbjuder
naringsgel pa burgolvet under vilopauserna?

Vi vill starta vart svar till fraga 22 med att paminna om det som finns skrivet pa sidan 33 i
ansOkan: “Detta test ar designat for att simulera utdragen lagintensitet traning och leder
inte till djurens utmattning. Springhjulets hastighet ar lag, bara 5cm/s (< 0.2 km/h), vilket &r
ca 6% av musens snitthastighet da den springer frivilligt. Den totala distansen (2,16 km) ar
bara drygt 20% av den som mdss springer i fangenskap per natt. Bade hastighet och langd
som musen springer ar saledes helt inom dess normala fysiska aktivitet.” Salunda vill vi
klargora att bade hastighet och avstand ar valdigt 13g, till och med fér en mus. Det ar inte
utmattande, inte ens intensivt, det motsvarar en promenad.

Vi skulle uppskatta om den forsta pausen begransas till 5 minuter. Om djuret inte ater
och/eller dricker under denna forsta paus okar vi nasta paus till 10 minuter for att forsakra
oss om tillgang till vatten och mat. Under en paus (sarskild 10 min) kan vi behova forsdkra
oss om att djuren inte somnar genom att tex knacka pa buren eller peta pa djuret. Vi hoppas
ocksa att namnden samtycker att vi kan begrdansa en paus till 5 min om den féljer efter ett
traningsavsnitt pa 3 h eller kortare. Vi kan gora naringsgel tillgangligt pa burbotten sasom ni
rekommenderar dven om vi inte tror att det behdvs med tanke pa att traningen inte ar
intensiv.

Foljdfraga 22 b3: 10 timmar pagaende aktivitet for mus med snabb dmnesomsattning
motsvarar en mycket langre tid for manniska. Om syftet ar att undersoka
lagintensitetstranings paverkan pa smarta borde val en kortare tid av aktivitet vara mer
relevant? En manniska tranar val sdllan mer dn nagon timme per tillfalle?



Denna tid kravs for somndepriveringsstudien och vi behéver darfér ocksa anvanda denna tid for
kontrollforsok under vakna timmar. Vi skulle kunna (och kommer troligen) anvdanda en kortare tid for
experimenten dar vi studerar 1ag intensitetstraning. Vad galler relation till traning hos ménniska sa
motsvarar detta promenad/vandring vilket utférs av manga under flera timmar till en hel dag.

Foljdfraga 22 b4: Har ni undersokt hur lang tid det tar for en mus att bilda glykogen efter
matintag som kan anvandas vid fortsatt aktivitet pa motionshjul/lI6pband? Musen kanske
ocksa behover nagra minuter innan matintag och vatska kan intas samt vila/aterhamtning
innan de kan borja springa igen direkt efter intag? Vanligen se éver om protokollet for bade
pagaende fysisk aktivitet samt somnbrist kan justeras ytterligare.

| likhet med uthalligheten hos viltranade atleter sa har musen en reducerad tillgang till muskel
glykogen som ju snabbt tar slut och inte aterskapas under tréaningen. Musens glykogen som anvands
vid arbete lagras i huvudsak | levern och detta glykogenet kan fornyas ocksa under arbete ifall
kolhydrader finns tillgdngligt. Med de 5-10 minuter paus for fodo- och vattenintag varje 4 timmar ska
det finnas tillrackligt med tid for att sakerstélla att glykogendepaerna férnyas for fortsatt arbete. Var
vanlig och notera att detta galler lagintensitetsarbete som motsvarar att ta en promenad.

c¢) Na@mnden brukar inte godkdnna elstotar med mer dn max 0,5 mA for mus! Och max 3
stotar per testtillfalle. Om absolut nodvandigt kan stromstyrkan fa héjas till 0,7mA for
mer resistenta stammar. Vanligen undersdk andra forsoksupplagg/atgarder som inte
omfattar elstotar och/eller I6pband/motionshjul.

Svar: Vi skulle mycket garna vilja folja denna begransning vad galler max anta ock
strom, men vi skulle isafall kunna hamna i en situation déar det inte ar tillrackligt for
att halla djuren pa springbandet och da omintetgors hela experimentet. Denna oro
bekraftas av en postdoc i labbet som har utfort denna typ av forsok i sitt tidigare
laboratorium. Han menar att sa lag strém och begransade antal stotar, speciellt
under de forsta inldrnings sessionerna, gor att mossen valjer att inte ga tillbaks till
springbandet. Vi undrar vilken typ av férsok som namnden har beviljat

max 0.5 mA and 3 electriska stétar? Intuitivt sa anvands dessa antal stotar | forsok
som ar maximalt 30 min, 10 timmar langt forsok kraver fler stotar, saledes bor
antalet stotar anpassas till langden av experimentet till viss grad. Vi foreslar att vi
borjar med att anvanda max antal stétar som 6 och max strom 0.7 mA foér den forsta
sessionen och max 3 stotar (samma strom) under féljande sessioner.

Om det inte fungerar i fler an 20% av djuren (dvs djur dtervander inte till treadmill)
kan bada parametrarna 6kas (max elstot 8 for forsta sessionen och 5 efterféljande
sessioner, max 1 mA, efter en diskussion med veterinar och/eller DO). Var god att
ocksa se motivation for stromstyrka och antal som behovs under p. 32-33.
Foljdfraga 22 c2: Kan ni bérja med dnnu lagre elstotar (0,2 mA) for bade pagaende
fysisk aktivitet och somnbrist och se om det fungerar och endast hdja till 0,5mA om
nodvandigt? 0,7mA far endast anvandas om ni ska anvanda nagon stam som av
nagon anledning ar mer resistent och endast i férsta sessionen samt max 3 stotar.
Stromstyrka pa 1mA eller mer ska ej anvdandas pa mus. Kommer ni folja det?



Vi kan borja med 0.2mA, men vi tror inte detta kommer att fungera sasom vi patalade tidigare. For
att 6ka mojligheterna till att sadan lag spanning fungerar kan vi behéva 6ka max antal stotar till 6 |
alla sessioner, eftersom mdéssen da inte lar sig lika snabbt, sdlunda 6*7 = 42 maximal stotar per
mouse (bara for 0.2 mA).

Om ovan protokoll inte fungerar (vilket vi dessvérre tror) behover vi 6ka till 0.5mA, med 6 stotar
maximalt under den forsta sessionen och 3 for féljande forsok med ett maxtotalantal av 20.

Om detta inte fungerar 6kar vi till 0.7mA och anvander en begransning av max 3 stotar for alla
sessionen (inkl forsta), sasom foreslaget av kommitteen. Om detta inte fungerar kommer vi att
behoéva 6 stotar under forsta sessionen och 3 foljande med max total antal 20.

Maximal strom som vi vill ha mdjlighet att anvinda ar 0.8 mA med antal maximala stotar (5/3/20). Vi
hoppas att detta inte ska vara nédvandigt och anvander det endast om de lagre spanningarna (0.5
and 0.7 mA) inte fungerar.

Forsoksprotokollet att gradvis 6ka spanningen tilldter oss att bestdmma minimalt antal statar
och gor att vi inte utsatter djuren for onadigt lidande eller orsakar att forsoket misslyckas.

Foljdfraga 22 c3: Kan ni anvdanda max 6 stotar den forsta dagen och darefter max 3
stotar per session samt totalt max 20 stotar for samtliga sessioner (bade forsok med
pagaende fysisk aktivitet och somnbrist)?

Svar: Vi tror att vi kan utféra forsoken med dessa begransningar om vi tillats att
anvanda 0.5 mA and eventuellt 0.7 mA (om 0.5 mA inte ar tillrackligt). Dock kommer
denna begransning troligen inte att fungera om vi inte kan ga 6ver 0.5 mA for vissa av
musstammarna.

23. Hur kommer atgarderna 6-9 och 10 i forsdksgrupp: centrala mekanismer i normal
kanslighet kombineras med andra tester/6vriga delar av ansékan?

Svar: Var snéll och se bilaga 1, bada sidor. Djur som anvands i denna grupp anvands

inte i nasta forsdksgrupp, “centrala mekanismer i kronisk smarta”. | denna grupp ska

vi studera hur olika central mekanism (CM) upplevelser (som atgarder 6-9) paverkar

normal kdnslighet. Vanliga kombinationer av planerade experiment kan beskrivas

som foljande:

l. Djur testas for sensoriska tester t.ex. 2-3 dagar (baslinje etablering). Da
utsatts djur till CM upplevelser (en av atgarder 6-9). Senare testas djur igen
nagra dagar (sensoriska test) for att se effekt pa normal kdnslighet.

Il. Samma som ovan men atgard 6-9 kombineras med injektion av tamoxifen
(eller anda @mne som aktiverar specifik gen uttryck eller funktion t.ex DNA
rekombinase). Denna variant markerar specifik cellgrupp som manipuleras
(aktiveras alt bromsas) under senare sensoriska test med injektion av CNO
eller andra specifika amnen.

M. Djur testas for sensoriska tester 2-3 dagar (basline etablering). Kombination
av tva samma eller olika CM atgéarder (dvs 6-9 plus 10). Den férsta CM
atgarden (6-9) kombineras med tamoxifen (TAM, eller andra @mne med



samma syftet). Den anda CM argard (10) kan utfoéras utan TAM (da
terminernas djur nagra timmar senare) eller med TAM (eller liknande), da
utsatts djur senare till fa sensoriska test.

24. Hur kommer atgarderna 7-12 i forsoksgrupp: centrala mekanismer i kronisk smarta

kombineras med andra tester/6vriga delar av ansékan?

Svar: Var snéll och se bilaga 1, bada sidor. Djur som anvands i denna grupp anvands

inte i forsoksgrupp, “centrala mekanismer i i normal kanslighet”. | denna grupp ska vi

studera hur celler som involveras/aktiveras av olika central mekanism (CM)

upplevelser (som atgarder 7-10) paverkar utveckling av kronisk smarta modeller. Vi

planerar att utfora foljande experimentellt flode i denna forsdksgrupp

l. Djur testas for sensoriska tester t.ex. 2-3 dagar (baslinje etablering). Da
utsatts djur till CM upplevelser (en av atgarder 7-10) och detta kombineras
med t.ex. TAM injektion (for att markera specifika celler). Senare utsatt djur
till en av tva smarta modell (atgard 11 alt 12). Senare utsatts djur till
sensoriska test. Bdde smarta modell utveckling samt sensoriska testning kan
kombineras med injektion av t.ex CNO for att aktivering/inhibering av
cellpopulation som markeras under atgarder 7-10.

Saledes, CM atgard i denna grupp utfors max en gang och alltid innan smartmodell.
Sensorisk test kan utféras innan CM atgard (7-10), mellan CM (7-10) och smart
modell atgard (11-12) eller efter sméart modell.

25. Atgard 12 nervskada. Ar det majligt att ge djuren systemisk smartlindring innan
operation/skada samt post-op, sa att djuren ar smartlindrade minst 48 timmar efter
op?

Svar: Nej, det ar tyvarr inte maojligt. For att nervskade modell ska utvecklas behoévs
nervaktivitet. Systemisk smartlindring innan operation ar det som kan anvandas
maximalt.

Foljdfraga 25b: Kommer djuren fa systemisk smartlindring pre-operativt sa att de &r
smartlindrade den mest akuta fasen vid uppvaknande, minst 12 timmar (langre om
mojligt)?

Svar. Ja djur far det pre-operativt.
26. Forvantas samtliga djur efter nervskada fa halta? Annars boér val avbrytningspunkten

vara sammanlagt vid 0,4? Ni har ju begart undantag for att avliva vid 0,4 pa enskild
parameter vid halta. Motivera annars varfor hogre sammanlagd avbrytning kravs.



Svar: Det stammer att djur efter nervskada har vanligtvis inte halta. Men vi kan inte
utesluta att djur efter centrala mekanismer atgard kan reagera starkare pa
nervskada. S3, vi skulle vilja behalla 6kat avbrytningspunkt for djur som utsatts for
bade central mekanism atgard och nervskada.

Foljdfraga 26b: Om djuren skulle reagera starkare efter nervskada, pa vilket satt kan
det yttra sig da? Vilken poang forvantas i sa fall och hur lange?

Svar: Svar att veta i forhand, men mest logisk att det blir halta for maximal tva veckor. Kraftig
héalta ger 0.4 i parameter "Rorelse och kroppshallning”. Dvs avbrytningspunkt férhojning
under tva veckor efter nervskada (om kombineras med ”central mekanism” atgard) ar: total
podng 0.8 p om 0.4 kommer from hélta. Djuren ocksa avlivas om de nar 0,4 pa en enskild
parameter med undantag av kroppsrorelse storning (halta).

27. Ar det mojligt att vilja en artritmodell som ger lagre artritscore, alternativt avbryta vid
lagre total artritscore? Forslagsvis avbryta vid 0,8 sammanlagt eller 0,4 pa enskild
parameter, direkt vid mer an 35 poang eller vid 30-34 poang efter 10 dagar?

Motivera annars varfor hogre lidande ar absolut nédvandigt.

Svar: Antikropps-inducerade artriten som vi andvnder &r mindre svar én den
vanligtvis anvdnda artrit modellen med kollagen-inducerad artrit (CIA). | var modell ar
den kliniska paverkan (inflammation) lagre och kortare. Vi kan séatta slutpunk till 0.8
total podng eller 0.4 som individuell paramenter. Dock behdver vi sasom vi beskriver |
ansokan ett undantag: avbrytningspunkt behoéver vara 1.2 48 h efter LPS injektion
(LPS injektion kan leda till feber liknande symptom men aterhdmtar sig inom 48
timmar). Om maossen far artrit podng mer én 35 (masimum 60), sa kan djuren avlivas
sasom foreslaget. Forsoket avbryts ocksa om djuren har mer an 30 under 14 dagar.

28. Om sammanlagd avbrytningspunkt ar 0,8 (ej enbart artritforsok) hur lange kan djuren
ha 0,5, 0,6 eller 0,7 sammanlagt innan djur avlivas?
Svar: 0.5 — max 10 dagar 0.6 — max 6 days, 0.7- max 3 days. Undantag —under 72 h efter
opiodabstiens startat.

29. Inga djur som utsatts for avsevard svarhetsgrad far overforas till andra forsok eller
flyttas utomlands enligt regler fér ateranvandning, L150 11 Kap 16 §. Kommer ni f6lja
det?

Svar: Ja

30. Mickael/Mingdong Det finns forskningsresultat (se t.ex.
https://www.nature.com/news/male-researchers-stress-out-rodents-1.15106 ) som visar pa
att manliga forskare/personal i djurhusen (inkl. klader fran man etc.) paverkar framfor
allt hanmoss att inte visa smarta? Hur hanterar ni detta?

Svar: Vi ar medvetna om detta och har haller oss uppdaterade och diskuterar det i
labbet. Dock forvantar vi oss inte att det paverkar vara forsok. 1) Samma forskare
utfor kontrollforsok och experimentella forsék och i nastan alla forsok utfor samma



https://www.nature.com/news/male-researchers-stress-out-rodents-1.15106

forskar alla tester djuren inom varje experimentella flode. 2) Den ndmnda studien
visar att lukt har den storsta effekten. | de rutiner vi har | djurhuset byter alla
forskare klader innan man gar in i djurhuset. Situationen dar tex djuren kdnner lukt
fran T-shirt som en person sovit i kan inte forekomma i vara forsoksupplagg.
Dessutom ar experimentell area placerad ovanfor en ventilerad bank, vilket
minimerar spridning av lukt. 3) Om vi skulle ha ett problem med att resultaten
paverkas pa ovan satt skulle méatningar utférda av méan pavisa lagre kanslighet. Vi far
liknande resultat oberoende av kdn av forsdkspersonen.

31. Vilka djurfria metoder har 6vervagts?
Svar: Vi laser litteraturen och féljer nya upptackter och metoder. Det ar maojligt att
utfora djurfria metoder for att studera processer inom celler eller mellan tva
definierade typer av celler. Vi gor sadana forsok i labbet och har till och med varit
med om att utveckla nagra av de metoderna. Eftersom syftet med denna ansdkan ar
att studera hur upplevelser paverkar sensorisk perception och utvecklandet av
kronisk smarta och mekanismerna bakom detta ar okdnda, sa finns inte nagra djurfria
modeller.

32. Vilka kallor har anvants for att hitta nya innovativ djurfria metoder?
Svar:
https://www.re-place.be/
AnimAIlt-ZEBET (apps.bfr.bund.de)=

33. Vi paminner om majligheten till radgivning och stdd fran stiftelsen Forska utan
Djurforsok https://forskautandjurforsok.se/

Tack!

34. | immobiliseringsexperimenten anges att de kommer att immobilisera méssen i 6 timmar om dagen under
flera veckor. Djuren vanjer sig med upprepad immobiliseringen sa att varje dag av immobilisering blir
musen gradvis mindre stressad av proceduren. Detta kan testas genom att méta kortikosteronnivaer i
musen. Ett battre paradigm ar att anvanda ett variabelt stressparadigm déar musen utsétts for olika
stressorer pa olika dagar. Musen vet inte vad de kan férvéanta sig och detta haller stressnivderna hoga.
Det finns véletablerade variabla stressparadigmer i litteraturen som fungerar bra.

Svar: Vi tackar och uppskattar denna kommentar fran Namnden géllande experimentella och
etiska 6vervagande i vart forsok! Vi behover hitta en balans mellan 1) multipla upprepade
stress paradigm (som later mycket stressande men som | verkligheten som ndamns ovan |
namndens kommentar minskar over tid da djuren vanjer sig), 2) flyttande av flera stress
paradigm, vilket skulle kunna leda till samma eller battre vetenskapliga resultat under
kortare tid, med mindre djur och med mindre paverkan pa djuren, 3) Behovet att ytterligare
djur for att testa olika varianter for forsoksuppldgg. Under arbetet med denna ansdkan
uppmarksammades mojligheten med den eventuella fordelen med att anvdanda variabel
stress paradigm. Vi hade inte inkluderat det | ansdkan eftersom detta forsdksupplagg inte
anvants i studier relevanta for vart forskningsomrade. Dock har vi efter denna kommentar


https://www.re-place.be/
https://apps.bfr.bund.de/animalt-zebet/index.cfm
https://forskautandjurforsok.se/
https://apps.bfr.bund.de/animalt-zebet/index.cfm

kritiskt bedomt majligheten till sddan modell och finner att det skulle kunna vara till fordel
bade fran ett etiskt perspektiv saval som vetenskapligt och vi skulle vilja inkludera féljande
kombination av stress paradigm, delvis baserade pa protokoll vi redan féreslagit.

Vi foreslar folande protokoll:

1. Immobilitet- moss placeras i en 50 ml plast ror (eller liknande) med 6ppning pa bada
sidorna for andning, max 2 h eller tva ganger 1 h per dag (beskrivet i atgard 7, men
kortare);

2. Porsolt/tvingat simnings test — max 20 min, 2 ganger per dat) sdsom beskrivet i
atgard 7, men kortare).

Foljdfraga: Hur manga dagar maximalt under de 21 dagar protokollet pagar?

Svar: Tre. Vi kan foresla ytterligare en begransning: Porsolt kan inte heller utféras N ganger |
specifika stress kombinationer om inte alla andra stress metoder planerade for detta stress schema
ocksa planeras att utféras N ganger (dvs inte mindre).

3. Lutande bur — Hemburen lutar 45° under 1 h, en eller tva gdnger om dagen;

4. Burbyte — musen placeras | grannmusens bur (efter att grannmusen forflyttats)
under 3 timmar, och placeras sedan tillbaka i sin hembur. En gang per dag.

5. Fukktigt burspan — Burspan fuktas med vatten | rumstemperatur, musen far vara
kvar | buren med fuktigt span | 3 timmar. En gang per dag.

6. Inget burspan — Burspanet tas bort fran buren under 4 timmar eller tva ganger under
2 timmar per dag. Musen placeras | en ren bur med span efter det.

7. Vattenstress — Burspanet tas bort och tillrackligt med vatten (0ver rumstemperature
for att undvika hypotermi) for att fylla 0.5cm i botten av buren. Musen tas bort,
torkas med en handduk och flyttas till en torr bur. En gang upp till 4 timmar eller tva
ganger under max 2 timmar.

Det finns andra stress protokoll som beskrivs | relevanta rapporter men vi skulle vilja undvika
dom eftersom dom antingen ar mycket omstandiga och/eller svara att tekniskt genomfora.
Dessa inkluderar:

Tass elchock - tva ganger, 5 sek var, 1 mA;

Skakning — grupp om fem mass placeras i en plastbehallare och placeras i en orbital skakare
under 1 h at 150 rpm;

Social stress — moss introduceras | en bur med en agressiv mus och efter att den kuvats
placeras | en transparent och perforerad plastbehallare, som gor att ytterligare fysisk
kontakt inte kan ske, inne i hemburen under 30 min.

Varmluft — mo&ss exponeras for en varm strom av luft fran en hartork under 10 min.

Vitt buller — mdss exponeras fér 80 db vitt buller under 2-6 timmar.

Rovdjursljud — Uppspelande av rovdjurs ljud nara buren under 3 timmar.



Sekvenser av stress protokoll varierar mellan rapporter, men alla inkluderar 1 till 2 protokoll
per dag, under 5 veckor. Det forekommer ocksa variationer mellan tid for varje stressor (i
vissa studier rapporteras 1 timme per stressor, emedan andra 4-6 timmar). | alla
rapporterade stress protokoll utférs de i en pseudorandomiserad order.

Vi hoppas att vi kan uppna effekt genom att applicera olika stress protokoll (list ovan 1 till 7),
en per dag under max 21 dagar, antingen I6pande eller med upp till tva dagars paus.

Vi skulle garna vilja behalla stress protokollet som beskrivs i atgard 7 eftersom detta
stressprotokoll har anvants i tidigare studier av smarta. Dock inser vi att randomiserade
stress protokoll kan leda till battre resultat med kortare exponering av djuren for stress, men
vi maste testa det for att kunna veta om det fungerar.

Foljdfraga 34b: Tack for att ni ar 6ppna for namndens forslag. Vi foreslar att ni anvander er
av den nya paradigmen (beskriven i svar 34 med variabla stress-stimuli) i forsta hand, av
immobilisering i atgard 7 i andra hand, och att Porosolt swim test sa som det ar beskrivet i
atgard 7 inte anvands alls. Kommer ni félja det?

Svar: Ja, vi startar med “shuffled” scheme, om det inte fungerar anvdander immobilization, men vi vill
anvanda Porsolt swim test ifall de tidigare tva andra varianterna inte fungerar. Var god och se
detaljerat svar under néasta fraga.

Vi vill ocksa sakerstalla att punkt 7, Vattenstress, formuleras som:

7. Vattenstress — Burspanet tas bort och tillrackligt med vatten (6ver rumstemperatur
for att undvika hypotermi) for att fylla 0.5cm i botten av buren. Mus placeras i denna
bur en gang upp till 4 timmar eller tva ganger under max 2 timmar per dag. Sedan tas
musen bort, torkas med en handduk och flyttas till en torr bur.

Tidigare textvariant kan tolkas pa olika satt.

Foljdfraga 34c: Porsolt swimtest ar kraftigt angestframkallande och orsakar inlard
hjalploshet, nagot som i basta fall kan vara relevant gallande antidepressiv medicin for
mycket svart deprimerade. Ert syfte ar att framkalla stress sa forhoppningsvis ar det nya
variationsparadigmet utan att Porsolt swimtest genomfors tillrackligt. Vi foreslar darfor att
Porsolt utgar helt i samtliga delar av ansokan. Kommer ni félja det?

Svar. Detta ar ett klassiskt test och som ocksa ar effektivt for att studera stress, dock | kombination
med hjalploshet och vi skulle gédrna vilja behalla det men kan minimera hjalploshetskomponenten.
Mot bakgrund av detta skulle vi uppskatta om kommitteen godkanner féljande revision: Maximal
simmtid — 8 minuter per session (ursprungligen 30), maximalt antal sessioner per dag- 3
(ursprungligen 4 med max tid for varje repeterad session — 20 min). Maximalt utférd under 3 dagar
(samma som tidigare). Sdsom separat stress paradigm anvands det enbart om “shuffled” strategin
eller immobilisering inte leder till férvantat resultat. SGsom del av “shuffled” modellen kan det ocksa
endast anvdandas maximalt under tre dagar. Vi foreslar saledes att sikta pa att fa resultat fran de
andra modellerna i férsta hand.

Vi vill sdlunda garna ha kvar detta med ovan begransningar ifall de andra modellerna inte ger den
vantade effekten. Dock vill vi klargora att om kommitteen har for avsikt att avsla ansékan i det fall



Porsolt inte helt har utgatt, sa kommer vi forstas att folja forslaget att Porsolt helt utgar i samtliga
delar av ansokan.

Foljdfraga 34d: Kommer punkterna/stressorerna kombineras och flera utféras samtidigt eller
samma dag i variationsparadigmet for pagaende stress? Vanligen fortydliga upplagget och
verifiera att det endast ska orsaka en mild/mattlig kronisk stress?

Vi utfor endast en stressor per dag, maximalt under 21 dagar. Under denna milda/mattliga stress
modellen férvantas inte djuren forlora nagon vikt. | det fall djuren férlorar 15% eller mer i vikt under
forsoket klassas stressen som avsevard och forsdket avbryts.

Ovriga fragor:

35. Ni anvander smartstillande kram pa svansen pa vuxna djur vid AAV injektioner. Varfor
gor ni inte det pa ungar? Vi kan gora det om det inte finns negative effekt pa ungar i
samband med smartstillande kram. Vi foljer alltid vet rekommendationer om de inte
hinder oss fran att uppna syfte av experiment.

36. Leverans av amnen: Ni vill ge ibuprofen 20 mg/kg ip (antar 1 gg/dag). Den
rekommenderade dosen i manniska ar 10 mg/kg (max 4 tabletter per dygn, 200 mg,
75 kg). Varfor anvander ni en hogre dos?

Ibuprofen dos som anvands for mdss varieras i litteratur, vanligtvis ligger i intervall 20-40
mg/kg. Det finns ocksa rapport som visar att héalften effektiv dos i mus ar 10 mg/kg och
minimal full effektiv dos ar runt 20 mg/kg. Det finns ocksa rapport som visar att 50 mg/kg
av ibuprofen ar inte sarskilt effektiv i paraformaldehyde smarta test. Dvs vid sddana olika
data kan man hoppas att 20 mg/kg ar minimal dosa som fungera i de flesta situation.

37. Djuren i forsoksgrupp 3 verkar genomga manga ingrepp och langvarig smarta (8 man
med artrit eller 3 man med SNI, detta efter stresstester, kirurgier, administration av
substanser och sensoriska tester). Det ar manga djur som ska inga i dessa studier
(N=1000). Ar det méjligt att reducera antalet djur och dndd uppna statistisk
signifikans?

Svar. Enligt gdllande reglar beskriver vi maximal som hander med djur. Sjalvklart ska
inte alla djur som anvands i forséksgrupp 3 utforas till alla atgarder. Namligen
estimerar vi att av de 1000 ndmnd djur max 300 ska exponeras till bade central
mekanism atgard och ett av tva smarta modell, andra 700 ska anvands for antigen
nervskada eller reumatoid artrit modell separat (utan stresstester osv). Dvs 1000 total
djur i denna férsoksgrupp ar rimligt.



Vi har en ytterligare poang. Vi vill justera texten angaende platspreferens test sa att
forsoket klargors i sin helhet (s. 21, sista paragraf ovan ”3. Randall-Selitto Paw Pressure
test”). Ny text ar i fet stil:

”Samma forsok som beskrivet ovan kan komma att utforas anvandande substanser (se
ovan) istallet for Ljus. Habituering utfors pa samma satt som for ”ljus” variant av test,
dvs max under 5 dagar. | dessa fall injiceras kanselutlésande amne eller dmne enligt
beskrivning i atgird “leverans av amnen” (ta bort: enligt ovan) och mus placeras i en av
de tva Iadorna en gang per dag (ta bort: i tva dagar) i max sex dagar och darefter sparas
vid senare dagar djurens forflyttning mellan ladorna. | det fall amnen orsaka obehag kan
detta matas genom att djuret viljer att vistas i den andra ladan dar dom inte har fatt
substans (eller tvdartom). Denna testvariant ar mattlig om injekterande @mne forvantas
att orsaka obehag. Denna test ar avsevard om injektion klassas som avsevard. Annars
klassas test som milda (t.ex. om smartlindrande @mne injiceras). Varje tva dagar av
injektion raknas som en test (dvs t.ex. en hel test med sex dagar injektion raknas som
tre tester). Andra sensoriska tester utfors inte under dagen nar ”tréning” (dvs amne
injektion) utfors. Denna test utfors maximalt en gang per djur. Alla begransningar av
injektion antal galler.




Kompletterande fragor till 10406-2020 infér sammantrade 2020-10-08

Vanligen aterkom med svar pa beredningsgruppens fragor per epost senast mandag den 28/9 2020
genom att svara alla CC:ade pa mejlet. Eventuella korrigeringar av PVS:en maste ske i e-tjdnsten,
skickas till forestandaren for godkdannande, och dven skickas i PDF-format tillsammans med svaren till
Beredningsgruppen. Vi dr tacksamma om du dven anger ett telefonnummer dar du r ndbar den 8/10
kl. 13-16.00 for eventuella fragor som kan uppstd under sammantradet.

De kompletterande fragor vi 6nskar svar pa ar angivna i rod text.
Svar: vi har svar i lila text.

1. Finns en utvardering av 47/13? Vanligen bifoga i sa fall.
Svar: Nej, det finns inte. Vi har inlamnat utvardering for ett antal andra tillstand som
gatt ut under de senaste tva aren men har inte fatt férfragan kring 47/13.

2. Fanns det nagra villkor for det etiska godkdannandet fér 47/13?
Svar: Det fanns 14 villkor, ett av dem var senare andrad genom ett tillagg (lang
bedovning for nervskada modell).
Foljdfraga: Vad var villkoren, och ar det nagra av dessa villkor som specifikt hindrat er
fran att uppna syftet med er forskning?

Villkor till N 47/13 med kommenterar i samband med nuvarande ansékan:

|. Godkannandet galler endast for i ansdkan angivna stammar. — Som vi férstar denna regler
har éndrats.

2. Godkdnnandet galler endast for klart angivna forsdksupplagg enligt

kompletteringar till ansékan — blir standard.

3. Genotypning ska ske i forsta hand genom 6ronklipp, eller om nédvandigt genom
svansklipp under anestesi om det gors efter avvanjning - blir standard.

4. Betraffande djur med fenotyp ska forsoket avbrytas vid 0,3 enligt Kl :s mall. — / var
“huvud” tillstand 9702-2018 (som fortfarande aktuellt) har vi 0.4 avbrytnings fér denna
situation och skulle vilja behdlla det.

5. Vid upprepade i.p.-injektioner ska djurets buk palperas och férsoket avbrytas vid Peritonit
- blir standard.

6. Forsoket ska avbrytas vid klada som ger upphov till sar, eller klada som patagligt stor
djuren under flera dagar.- gdller

7. Forsoket ska avbrytas vid en viktminskning pa 20% eller mer. Vikt ska jamforas med
obehandlade kontrolldjur. — Det dr inte relevant. Djur minskar inte vikt i denna modell.

8. CFA far ges endast en gang per djur. — vi slutade att anvidnda CFA. Karragenan anvénds
istdillet.

9. Max 3 upprepningar av kanslighetstest och max en kombination av tva olika
kdnslighetstester med en duration pa som mest 10 min/test. — detta stdmmer inte nu och vi
jobbar inte under sadana villkor fran 2018 (tillstdnd 9702-2018).

10. Max 3 upprepningar av sensorisk stimulitest och max en kombination av tva

olika stimulitester med en duration pa som mest 10 min/test. — detta stdmmer inte nu och vi
jobbar inte under sadana villkor frdn 2018 (tillstdnd 9702-2018)



11 . Vid intradermal injektion ska minsta mojliga volym ges och minsta mojliga nal
anvandas. - blir standard.

12. Post-operativ smartlindring, utom vid minipumpsoperation, ska ges i minst 72
timmar och darefter vid behov. Namnden rekommenderar en kombination av
NSAID och buprenorfin/Temgesic. — kan inte anvéinds

13 . Miljoberikning ska ges enligt Kl:s miljoberikningsplan. - blir standard.

14 . Forsoket ar av avsevard svarhetsgrad.

3.

5.

6.

Kommer avels- och kolonidjur avlivas efter 18 man eller 6 kullar? Om langre tid ar
nddvandigt vanligen motivera varfor djuren maste hallas sa lange.
Svar: Det gar bra med 18 man eller 6 kullar.

Pa sid 7 star foljande: “Tid raknas fran forst mattlig/avsevard atgard, d.v.s. metoder
som t.ex. s.c., i.p., p.o. eller milda sensorisk testning satter inga specifika slutpunkter
utan da anvander vi slutpunkter fér koloni och avelsdjur.” Hur téanker ni kring detta da
upprepning av t.ex. i.p ar av mattlig svarhetsgrad, vilket de andra
administreringarna/sensoriska testerna ocksa kan vara om de upprepas ofta. Vanligen
andra och ange tydligare slutpunkter dven for dessa forsok.

Svar: Om djuren nar mattligt eller avsevéard svarighetsgrad ar slutpunkt 6 resp 4
manader fran dagen svarighet nar respektive grad, fast inte for djur i RA modell. |
denna modell ar slutpunkt 8 manader fran LPS-injektion.

Foljdfraga 4a: Slutpunkten ar den tidpunkt dar foérsoksledaren utgar fran att ha
uppnatt syftet med forsoket. For “generiska atgarder” dar slutpunkten kan bli upp till
24 manader (en normal livslangd for en mus pa forsoksdjursanldaggning) innebar
detta att ni inte kan sdkerstalla nar under en livstid som syftet med dessa generiska
atgarder har uppnatts. Det gor det tveksamt vad syftet ar. Kan ni utveckla ert
resonemang?

Svar: T.ex, for att ha effekt for specifik cell grupp maste djur injiceras med TAM
senast nar de ar 2-3 veckor gamla. Da kan det tar 2-6 manader innan vi boérja att
anvanda dem for ndgon avsevard atgard, t.ex nervsakada eller RA modell som
bestammer ny slutpunkt separat. Vi menar att “generiska atgarder” anvands oftast i
samband med foljande ”stora atgarder” som maste bestamma slutpunkt i forsta
hand. Vi tror att vi kan klara med 14 manader slutpunkt fér “generiska atgarder”.

Ni anger pa s. 12 att ni vill anvdanda djur som riskerar bli blinda pa ett eller bada
ogonen. Vi foreslar att endast djur som ar blinda pa ett 6ga far anvandas. Kommer ni
folja det och begar ni i sa fall nagra fler djur?

Svar: blinda pa ett 6ga, enl ovan ar OK.

Taspetsbiopsi ska undvikas om mojligt enligt L150 14 Kap. 8-9§§. Kommer ni enbart
anvanda taspetsbiopsi (max en ta per djur P4-P7) om musungar ska anvandas i forsok
fore P7 och inga alternativ ar mojliga och att djuren far smartlindring innan biopsi tas?



Svar: Ja. Vi kommer enbart anvdnda taspetsbiopsi (max en ta per djur P4-P7) om
musungar ska anvandas i forsok fore P10 (for att hinna analysera biopsi som tagna
P7) och inga alternativ ar mojliga och att djuren far smartlindring innan biopsi tas.

7. 0,5mm taspetsbiopsi, riskerar det vara mer an yttersta falangen pa en ta? Om ja,
motivera varfor det ar absolut nédvandigt att ta mer an yttersta falangen pa en ta.
Svar: Vi tar sa lite som mojligt men tillrdckligt for att kunna gora reproducerbar
genotypning. Som vi fattar racker yttersta falangen for detta.

8. Kommer ni tillampa beddémningsmall 1B och avbrytningspunkter for mus innan
avvanjning? Med undantag for enbart okuldar bedémning de forsta dagarna efter
fodsel?

Svar: Ja

9. 9timmar med smartstimulerande tester later valdigt pafrestande for djuren. Kan
antalet stimuleringstester pa en dag minskas?
Svar: Det ar fel tolkat. Vi vill uppmarksamma namnden att djur riskerar att uppleva
smarta enbart i de férsok med mattlig och avsevarda tester. Vi har klassat mattlig
svarighetsgrad som den grad som uppstar i alla férsok dar stimulus appliceringen

upphor sa snart stimulus nar niva som orsakar obehag, vilket leder till en reaktion hos

djuren. Det betyder att “smartstimuling” som kan fortga langre dn nagra sekunder
bara ar aktuell for avsevarda test. Den andra moment inom 9 timmar kommer fran
experimentella schema néar nagra djur sitter pa arena ganska lang tid for habituering
och genom att test utfors i turordning till olika djur, dvs varje djur utsatts inte for
stimuli mer an 5% av total experimentala tiden. Den storre delen av de 9 timmarna
sover (eller ndstan sover) djuren pa arenan.

Foljdfraga 9b: Ar det méjligt att djuret har ndgon typ av pdverkan (genetiskt eller annan) att
de inte klarar av att dra undan tassen i tid och far skador pa tassen vid vissa av de sensoriska

testerna?

Svar: For att undvika denna situation har vi i alla vara tester beskrivit slutpunkt. Vi har nu gatt

igenom alla testbeskrivningar igen och kan addera féljande begransningar:

* pinprick- maximalt 6 applikationer (3 per tass) i de fall djuren inte svarar pa stimuli.

* hot plate — avbrytningstiden ar halva tiden som &r listad for detta forsok ifall djuret inte
uppvisar nagon reaktion. Tex, avbrytningstid vid for 480C — &r 1 min ifall djuret inte reagerar

pa stimuli. Denna begransning ar inte relevant for kyla eftersom den kyla vi applicerar inte ar

sa lag utan motsvarar vad dom upplever da dom tex springer pa sno vilket inte leder till
nagon skada.

10. Totalt 45 smartstimulerande tester later mycket for ett enskilt djur, liksom upp till 6
tester pa en dag. Kan antalet minskas?
Svar: Som beskrives ovan, i svar 9, djur upplever inte smarta i samband med ringa
och milda test (8 test av 17). Under mattliga test (7 av 17 test) kan djur uppleva



smarta som mest under bara nagra sekunder. Det ar bara under 2 avsevarda (2 av 17)
test som djur kan upplev smarta langre. 6 test per djur/dag utfors extremt séllan,
max under tva dagar per djur och pa mindre an i 5% av djuren. Under de senaste aren
har vi optimerat protokollet och som har lett till ovan minskning och vi kan inte
minska det ytterligare. Dock vill vi att namnden observerar att dessa ar maximal antal
test. For de flesta djur blir det mindre, 3 eller 4 test per dag under mindre an 10
dagar.

11. Hur lange kan djuren som langst vara utan mat och/eller vatten under en testdag?
Svar: 6 timmar, men i de flesta fall ar det kortare. 1) Vi foreslar | ansdkan att vid
kronisk fysisk avktivitet att djuren har en paus med tillgang till vatten och mat var 4e
timme. 4 timmars begransning fungerar inte har (sensorisk testning) eftersom
habitueringen kan ta upp till 2 timmar (tex, pa natgolvet) och sedan utfors flera
tester pa den arenan . Detta kan sammantaget ta upp till 6 h. Om vi under denna tid
skulle satta djuren tillbaka i buren for en paus med mat och vatten sa maste djuren
habitueras igen till arenan. 6 timmar galler sdledes den maximala tiden i samma
arena. Vi vill hdr paminna om att sensoriska testerna utfors dagtid, da djuren normal
sover storre delen av tiden och vatten och matintaget ar minimalt. 6 timmars med
begransning av mat under denna tid har liten eller obefintlig paverkan pa djuren.

12. Hur lange riskerar djuren kdnna smarta efter kemisk kanslighetstest? Kommer djuren
fa smartlindring efter 90 min vid kemiska kanslighetstest (dvs efter 90 min samling av
data avslutats)?

Svar: Kemiska substanser skiljer sig at. Capsaicin och formalin har en effekt upp till ca 30
min resp 90 min emedan karrageenan (klassisk inflammatorisk modell) har en effect upp
till 48 timmar eller langre. Ja, djuren far smartlindring efter att data har inhamtats i de
fall kvarvarande spontan smartbeteende observeras efter att datainhamtningen ar klar.
Datainsamling for karrageenan utférs under upp till 58 timmar efter administrering av
substans, sa smartlindring ges inte innan denna tidpunkt. Om smartlindring ges i
samband med sensorisk testning, sa raknas inte injektionen av smartlindring in i det
totala tillatna antalet injektioner, eller sa 6kar det totala tillatna antalet tillatna
injektioner med samma antal som antalet administrerade smartlindringar i samband
med kemisk kadnslighetstest.

Foljdfraga 12b: Vanligen motivera varfor de sensoriska testerna med avsevard
svarhetsgrad kravs for att uppna syftet med forsoket.

| alla vara studier behover vi utfora olika test for att forsta hur kdnsligheten férandras.
Kemisk kanslighet ar en viktig tyd av sensorik och kan bara testas genom kemiska
kdnslighetstest. | motsats till de andra testen klassar vi dom som avsevarda. Det mest
svara testet, carrageenan ar den enda modellen vi anvander for inflammatorisk smarta.
Vi mater i detta test kdnsligheten under den inflammatoriska processen. Detta tar upp till



tre dagar och analys av mekanismer kring inflammatorisk smarta kan inte utforas utan
detta eller liknande test. Inflammatorisk smarta ar en kliniskt mycket viktig typ av
smarta.

Avsevard variant av Hot/Cold plate: nar djur utsatts for obehaglig temperatur uttrycker de
tva typer av beteenden, som formedlas av tva olika neuronala vdgar. Den ena typen av
beteende (t.ex tass lyftning) ar en reflex vilket kommer forst under obehaglig stimulering och
antas formedlas av ryggmargsnervbanor (dvs lokala reflexvagar i ryggmargen). Den andra
typen av beteende (t.ex. tass “bevakning” och slickning) kommer senare, och kallas for
”coping” dvs omhadndertagande beteende och involverar andra populationer av celler i
ryggmargen och ocksa specifika nervcellspopulationer i hjarnan. De tva olika typer av
beteende visar darfor inblandning av olika (nerv) cells populationer och signalbanor och det
ar viktigt att de 6vervakas tillsammans, dven om “coping” — beteendet upptrader med en
viss fordrojning, vilket innebar att djur maste stanna langre kvar pa plattan. Detta ar
standard for att registrera “coping” beteende och det finns ingen annan metod for att
urskilja detta beteende eftersom det visar sig med en viss tidsforskjutning (dvs efter “reflex”
beteende) under exponering till obehaglig temperatur.

Foljdfraga 12c: Narvarar veterinar vid de avsevarda sensoriska testerna?

Ja, vi alltid informera vet om kommande avsevarda procedur och oftast vet ar pa plats
atminstone under forsta par ganger.

Foljdfragal2d: Ar det mojligt att korta ned tiden fér datainsamling vid test med
karrageenan sa att djuren kan fa smartlindring tidigare?

Nej, vi diskuterade denna fraga i labbet innan vi svarade fr.12. Vi skulle vilja behalla
maximal 58 timmar efter injektion. Ofta anvands 72 h och vi har redan minskat det med
14 h.

13. Om djuren har fortsatt klada efter att testtillfalle avslutats, avlivas djuren da?
Svar:
Om djuren har kontinuerlig kldda 90 min efter test sessionen avslutats injiceras
smartlindrande eller appliceras Xylocain krdm maximalt tva ganger och ifall klada
fortsatter efter detta avlivas djuret.

14. Hot/cold plate test. Det racker med att ett djur ar paverkat 20 min efter avslutat test
for att klassificera det som avsevart. All svarhetsbedémning ska utga fran den hogsta
paverkan ett enskilt djur kan uppna. Ok?

Svar: Ja, individuell svarighetsgrad avgors av det hogsta som ett enskilt djur paverkas
av under hela experimentella flodet. Dock vill vi papeka féljande: Pa sida 24 | ansdkan
beskriver vi | detalj hur svarighetsgrad bestdams for varje djur for de olika varianterna
av hot/cold plate test, dar vissa ar avsevarda och andra mattliga. Dar framgar att
avsevard klassas som sadan da det finns ett kvarvarande, icke-provocerat paverkan
pa beteende 20 min efter att djuret ar tillbaka i omgivande temperatur och
svarighetsgrad ar mattlig da nagot kvarvarande beteende inte finns hos dtminstone
80% djuret. Vi kommer inte att utfora testerna som bestammer svarighetsgrad pa



alla djur i experiment utan det gors forst pa ett mindre antal och alla djur darefter
kommer att klassa som mattlig eller avsevard baserat pa de resultaten.

Foljdfraga 14b: Om ett djur i forsok riskerar vara paverkat 20 min efter avslutat test
ska namnden klassificera testet som avsevart. Det medfor rimligtvis att det racker
med att ett djur i experimenten for klassificering av testet ar paverkat 20 min efter
avslutat test for att klassificera det som avsevart. Kan ni félja det da det underlattar
om ni och ndmnden har samma klassificering?

Svar: Det gar bra. Om atminstone ett djur fran 8 testad visar oprovocerade beteende
20 min efter sensorisk testning slutar da klassificeras test som avsevard. Annars
klassificeras test som mattligt.

15. Kommer de djur som har/riskerar fortsatt paverkan efter avslutat hot/cold plate test
fa smartlindring?
Svar: Ja, i de fall minst 2 av 6 djur uppvisar oprovocerat beteende (lyfter eller skakar
tassen) 20 min efter djuret tagits bort fran hot/cold plate, sa klassas testet som
avsevart och alla djur som genomgar samma variant av test i samma experimentella
flode far smartlindring en gang efter att testet avslutats. Dock vill vi papeka att vi inte
tror att detta kommer att behdévas.

16. Ar det verkligen nédvandigt med ett avsevirt och tvd mattliga test pa en och samma
testdag? Kan ni inte begransa till att om avsevart test genomfors ska inte djuren
genomga nagot annat den testdagen och om mattligt test genomfors sa far det bara
kombineras med ett milt eller max ett ytterligare mattligt test samma dag?

Svar: Svar: Det ar relevant om cold/hot plate test varianterna som tillater matning av
sa kallat nociceptivt beteende (av mattlig/avsevard karaktar) ar klassat som avsevart
(se p. 24 kriterier, see svar 15 ovan) eller mattlig (som ar det avsedda testet). Om
testet ar mattligt, sa ar det enda avsevarda testet vi behover utféra kemisk
kadnslighetstest och da kommer max antal avsevarda test per djur bli 3 (inte 12).
Avsevarda test utfors endast som det sista tested under dagen. Generellt sett utfors
testen | block under samma dag eftersom kansligheten férandras dver tid och det ar
viktigt att ha matningar av olika typer av kdnslighet under samma dag for att kunna
jamfora resultaten. Det ar saledes vetenskapligt viktigt att kunna gora olika
matningar under samma dag.

Foljdfraga 16b: Finns det inte en stor risk att resultaten paverkas av att djuren utsatts
for smartstimuli samma dag sa att de reagerar mer?

Svar: nej, det tror vi inte. For att undvika sadan risk beskriver vi pa s 25 av ansokan vilka test
kan inte kombineras pa samma djur/dag: ”1) PAM; Randall-Selitto; Klam test

2) Icke smartsamt aceton test; Kylsmarttest; Troskeln for termiskt obehag (for kyla); 3)
Radiantheat; Troskeln for termiskt obehag (varme); Hot plate.” Andra test skulle inte



paverka varandra. Kemisk kdnslighet test alltid utforas sist i pa samma dag om kombineras
med andra test.

17. Max 12 avsevarda test/djur. Kan detta minskas?
Svar: Se svar 16. Vi hoppas att nocifensiva testet (langa varianten) av cold/hot plate
kommer att klassas som mattlig. Vi kommer | detta fall behéva max 3 avsevarda test
(kemiska test). Om mot formodan detta test visar sig som avsevard kan vi inte
begransa oss till farre an 10 avsevarda test eftersom nocifensiva svaret ar viktigt att
kunna mata for att forsta den normala kansligheten och det behdver upprepas for att
forsta dynamiken/forandringar av kansligheten.

Foljdfraga 17b: Kommer max 10 avsevarda test per djur genomforas?
Svar: OK, max 10 avsevarda test.

18. Atgard 5 och 6, kirurgiska ingrepp. 2-3 cm stora snitt dr ganska mycket pa mus och de
bor val fa smartlindring minst tva dygn post-op och darefter vid behov?
Svar: Vi anser att muskel och benborttagning paverkar djuren mer an snittets storlek
och detta paverkas inte nédvandigtvis av snittets langd. | samband med discussion
med namnden for var nyligen godkanda 2903-2020 har vi reviderat vara lab rutiner
for att utfora extra vard och smartlindring vid denna typ av kirurgi. Det framférdes
att lIakning av ett kirurgiskt hudsnitt gar mycket fort. Normalt ar stygnen intakta
under 3 dagar och faller bort vid 7 dagar efter kirurgin och huden ar da lakt. Efter
diskussion med forskare med manga ars erfarenhet av sadan kirurgi skall minimal
anaestesi for kirurgin vara: i.t (med hud snitt) and l.sp (lumbar) — en systemisk
anaestesi atminstone nasta dag efter ingrepp. Vi papekar ocksa att i.t. normal ges
utan incision i huden. Salunda tolererar djuren val i.t./i.sp vid ansokt kirurgi och vi
hoppas att namnden tillgodogor sig var expertis i denna fraga. Vid behov ges forstas
ytterligare anaestesi.

Foljdfraga 18b: Notera att vi efterfragar post-op behandling med anelgetika
(smartlindrande), inte forlangd anestesi. Ni har angett att ni ger karprofen om ett
djur uttrycker tecken pa smarta. Vi rekommenderar att ni ger post-op smartlindring i
2 dygn efter kirurgi oavsett tecken. Kommer ni ge post-operativ smartlindring i 2
dygn efter kirurgi?

Answer: OK.
19. Resuturering far ske hogst en gang. Ok?
Svar: OK.

20. Kommer ni tillampa bilaga 2 till bedémningsmallen, Ansiktsuttryck kopplade till
smarta fore, under och efter testtillfallen, och med undantag for post-op da



21.

smartlindring ges, avbryta forsdk/avliva djur vid tecken pa avsevard smarta eller
mattlig smarta under langre tid (mer an tre dagar)?
Svar: OK

Manga manniskor mar illa av opiater, finns det risk for detta dven hos moss? Hur
sakerstaller ni validiteten i forsoken i sa fall? Finns det alternativ till denna metod som
ar mildare for djuren?

Svar: Det ar inte forvantat att djuren mar illa av opiater. Djur som uppenbarligen &r sjuka
under opioidexponeringen avlivas. Den enda alternativa metoden for att inducera
opioidberoende ar att inplantera en subdermal morfin ”pellet”. Dock rekapitulerar inte
denna modell manniskans opiodberoende eftersom exponeringen ar stadig och kontinuerlig.
| manniska konsumeras opioider intermittent, med timmar mellan intaget och med 6kade
mangder da tolerans byggs upp. Detsamma géller djur, administrering | musmodellen pa det
foreslagna sattet eder till storre tolerans och snabbare utveckling vilket visar att
musmodellen rekapitulerar situationen hos opioidberoendet hos manniskor.

22.

Vi foreslar att ni sarskilt overvager och underséker alternativa modeller/upplégg for
stress, fysisk aktivitet och somnbrist. Och viljer mindre plagsamma och mer
relevanta modeller som mer liknar den stress, depressions- och sémnbristniva
manniskor med smarta har. De atgarder ni foreslar dr samtliga av avsevard
svarhetsgrad och tillsammans med 6vriga atgarder av avsevard svarhetsgrad, dar
flera dessutom kommer upprepas och kombineras, medfor en allt for stor
pafrestning pa djuren och strider mot Djurskyddsférordningen 7 Kap. 9§. Se nedan
nagra skal for detta:
Max antal Porsolt/FST/djur som centrala namnden godkant ar 4 st och de ar pa max
15 min vardera. 21 st FST upp till 30 min ar alldeles for mycket. Kontinuerlig
immobilisering kommer djuren att anpassa sig till och darmed na lagre stress efter
hand. Titta garna pa mojliga upplagg/paradigm med varierande stressorer istallet for
att uppna mild/mattlig depression/stress. Sadana upplagg/paradigm férekommer
bl.a. inom depressionsforskning.

Svar: Svar: Vi har tittat pa kronisk varierande stress paradigm men detta har inte anvants
for smartstudier. | motsats sa har effekten av kronisk och akut immobilisering pa smarta
studerats omfattande. Dock har vi efter detta forslag av namnden beslutat att testa
variabel stress och beskriver detta paradigm som ett forslag till fraga 34.

b) 12 timmar pa I6pband utan mat OCH vatten medfor en valdigt stor paverkan pa moss

pa flertalet variabler som utéver djurens lidande dven riskerar paverka era
mojligheter att tolka resultaten. 5 min paus for att ata ar for kort tid och djuren
hinner inte tillgodogora sig naring till musklerna, dessutom ska djuren fa elchocker
och vara i rorelse vilket ytterligare forsvarar amnesomsattningen. Med mossens
snabba dmnesomsattning motsvarar nog en sa lang tid med forcerad aktivitet och



utan mat flera dygn fér en méanniska. Vilka andra alternativa atgarder kan anvandas
for att uppnd sémnbrist/depression? Ar det t.ex. méjligt att istallet andra pd
dygnscykel och belysningstider, blinkande ljus etc.?

Svar: Ja, vi instammer att 12 h utan vatten paverkar djuren, men vi har inte foreslagit langre
tid @n 4 h. Vi har ocksa forsokt hitta information som visar att 5 minuter ar fér kort paustid
for att ata och dricka men hittar inte nagon dokumentation som visar att det ar for kort. Om
namnden har fakta och ar sdker pa detta, sa kan vi 6ka pausen till 10 min mat/vatten paus
var 4e h. Vi hoppas ocksa att vi kommer att kunna minska spring protokollets langd fran 12
till 10 timmar per dag. Andra rapporterade och etablerade metoder for somndeprivering
inkluderar: Blomvasmetoden (ma&ss placers i en behallare fylld med ca 1 cm vatten, och en
liten platform for att halla sig torr). Plattformen ar sa liten att musen kan undvika vattnen
men att den inte kan ligga ner; Nya objektmodellen dar ett nytt objekt eller en knackning pa
buren presenteras varje gang musen haller pa att somnas. Den férsta modellen férhindrar
att musen ligger under experimentet och darmed har en storre stresseffekt an treadmill (dar
musen kan ligga ner da och da under kortare perioder av ca 5 sekunder per gang). Den andra
metoden involverar EEG och EMG apparater for att kunna méata vakenhet (baserat pa hjarn
eller muskelaktivitet), vilket skulle involvera invasiv kirurgi. Av dessa orsaker verkar treadmill
vara den minst stressande metoden for moss. Vad galler elektiska stoten sa vill vi ndmna att
musen lar sig fort och att det ar sannorlikt att antalet stotar inte blir fler an 4 st under en tid
av flera timmar. Salunda kommer stotarna inte bidra till minskad majlighet for intag av
vatten och mat. Men som namns ovan kan vi 6ka pauserna till 10 min.

Studien av E G Marchant, R E Mistlberger. Physiol Behav. 1996 Aug;60(2):657-63 indikerar
att treadmill paradigm inte orsakar pataglig stress. Dom anvande sig av |6pning | springband
under 3hr varje dag (10 min mat/vatten paus), 6 dagar/vecka under 7 veckor. | dessa férsok
avnande dom sig av e hastighet som dr 5x snabbare an den vi anséker om (16m/min vs.
3m/min), och total distans var 2.88km (vs. 2.16km i varat 12hr protokol). Forfattarna
rapporterar ingen stress-relaterad fenotyp | detta protokoll.

Foljdfraga 22 b2: Ar det mojligt att 6ka viloperioden till 10 minuter och att ni erbjuder
naringsgel pa burgolvet under vilopauserna?

Vi vill starta vart svar till fraga 22 med att paminna om det som finns skrivet pa sidan 33 i
ansOkan: “Detta test ar designat for att simulera utdragen lagintensitet traning och leder
inte till djurens utmattning. Springhjulets hastighet ar lag, bara 5cm/s (< 0.2 km/h), vilket ar
ca 6% av musens snitthastighet da den springer frivilligt. Den totala distansen (2,16 km) ar
bara drygt 20% av den som mdss springer i fangenskap per natt. Bade hastighet och langd
som musen springer ar saledes helt inom dess normala fysiska aktivitet.” Salunda vill vi
klargora att bade hastighet och avstand ar valdigt 13g, till och med fér en mus. Det ar inte
utmattande, inte ens intensivt, det motsvarar en promenad.

Vi skulle uppskatta om den forsta pausen begransas till 5 minuter. Om djuret inte ater
och/eller dricker under denna forsta paus okar vi nasta paus till 10 minuter for att forsakra
oss om tillgang till vatten och mat. Under en paus (sarskild 10 min) kan vi behova forsékra
oss om att djuren inte somnar genom att tex knacka pa buren eller peta pa djuret. Vi hoppas
ocksa att namnden samtycker att vi kan begrdnsa en paus till 5 min om den féljer efter ett
traningsavsnitt pa 3 h eller kortare. Vi kan gora naringsgel tillgangligt pa burbotten sasom ni



rekommenderar dven om vi inte tror att det behévs med tanke pa att tréningen inte &r
intensiv.

Foljdfraga 22 b3: 10 timmar pagaende aktivitet for mus med snabb @mnesomsattning
motsvarar en mycket langre tid for manniska. Om syftet ar att undersoka
lagintensitetstranings paverkan pa smarta borde val en kortare tid av aktivitet vara mer
relevant? En manniska tranar val sdllan mer @n nagon timme per tillfalle?

Denna tid kravs for somndepriveringsstudien och vi behdver darfér ocksa anvanda denna tid for
kontrollférsok under vakna timmar. Vi skulle kunna (och kommer troligen) anvanda en kortare tid for
experimenten dar vi studerar 1ag intensitetstraning. Vad galler relation till traning hos ménniska sa
motsvarar detta promenad/vandring vilket utférs av manga under flera timmar till en hel dag.

Foljdfraga 22 b4: Har ni undersokt hur lang tid det tar for en mus att bilda glykogen efter
matintag som kan anvandas vid fortsatt aktivitet pa motionshjul/I6pband? Musen kanske
ocksa behover nagra minuter innan matintag och vatska kan intas samt vila/aterhamtning
innan de kan borja springa igen direkt efter intag? Vanligen se 6ver om protokollet for bade
pagaende fysisk aktivitet samt somnbrist kan justeras ytterligare.

| likhet med uthalligheten hos viltranade atleter sa har musen en reducerad tillgang till muskel
glykogen som ju snabbt tar slut och inte aterskapas under traningen. Musens glykogen som anvands
vid arbete lagras i huvudsak | levern och detta glykogenet kan fornyas ocksa under arbete ifall
kolhydrader finns tillgdngligt. Med de 5-10 minuter paus for fodo- och vattenintag varje 4 timmar ska
det finnas tillrackligt med tid for att sakerstélla att glykogendepaerna fornyas for fortsatt arbete. Var
vanlig och notera att detta géller lagintensitetsarbete som motsvarar att ta en promenad.

c¢) Na@mnden brukar inte godkanna elstotar med mer an max 0,5 mA for mus! Och max 3
stotar per testtillfalle. Om absolut nédvandigt kan stromstyrkan fa hojas till 0,7mA for
mer resistenta stammar. Vanligen undersok andra forsoksupplagg/atgarder som inte
omfattar elstotar och/eller I6pband/motionshjul.

Svar: Vi skulle mycket garna vilja folja denna begransning vad galler max anta ock
strom, men vi skulle isafall kunna hamna i en situation dar det inte ar tillrdckligt for
att halla djuren pa springbandet och da omintetgors hela experimentet. Denna oro
bekraftas av en postdoc i labbet som har utfort denna typ av forsok i sitt tidigare
laboratorium. Han menar att sa lag strom och begrdansade antal stotar, speciellt
under de forsta inlarnings sessionerna, gor att mossen véljer att inte ga tillbaks till
springbandet. Vi undrar vilken typ av forsok som namnden har beviljat

max 0.5 mA and 3 electriska stotar? Intuitivt sa anvands dessa antal stotar | forsok
som ar maximalt 30 min, 10 timmar langt forsok kraver fler stotar, saledes bor
antalet stotar anpassas till langden av experimentet till viss grad. Vi foreslar att vi
borjar med att anvdanda max antal stotar som 6 och max strom 0.7 mA foér den forsta
sessionen och max 3 stotar (samma strom) under foéljande sessioner.

Om det inte fungerar i fler an 20% av djuren (dvs djur atervander inte till treadmill)
kan bada parametrarna 6kas (max elstot 8 for forsta sessionen och 5 efterféljande
sessioner, max 1 mA, efter en diskussion med veterinar och/eller DO). Var god att
ocksa se motivation for stromstyrka och antal som behdvs under p. 32-33.



Foljdfraga 22 c2: Kan ni bérja med dnnu lagre elstotar (0,2 mA) for bade pagaende
fysisk aktivitet och somnbrist och se om det fungerar och endast hoja till 0,5mA om
nddvandigt? 0,7mA far endast anvandas om ni ska anvanda nagon stam som av
nagon anledning ar mer resistent och endast i forsta sessionen samt max 3 stotar.
Stromstyrka pa 1mA eller mer ska ej anvandas pa mus. Kommer ni folja det?

Vi kan borja med 0.2mA, men vi tror inte detta kommer att fungera sasom vi patalade tidigare. For
att 6ka mojligheterna till att sddan 1ag spanning fungerar kan vi behéva 6ka max antal stotar till 6 |
alla sessioner, eftersom mdssen da inte lar sig lika snabbt, salunda 6*7 = 42 maximal st6tar per
mouse (bara for 0.2 mA).

Om ovan protokoll inte fungerar (vilket vi dessvérre tror) behover vi 6ka till 0.5mA, med 6 stotar
maximalt under den forsta sessionen och 3 for foljande férsok med ett maxtotalantal av 20.

Om detta inte fungerar 6kar vi till 0.7mA och anvénder en begrdansning av max 3 stotar for alla
sessionen (inkl forsta), sdsom foreslaget av kommitteen. Om detta inte fungerar kommer vi att
behdva 6 stotar under forsta sessionen och 3 féljande med max total antal 20.

Maximal strom som vi vill ha mojlighet att anvanda ar 0.8 mA med antal maximala stotar (5/3/20). Vi
hoppas att detta inte ska vara nédvandigt och anvander det endast om de lagre spanningarna (0.5
and 0.7 mA) inte fungerar.

Forsoksprotokollet att gradvis 6ka spanningen tillater oss att bestédmma minimalt antal statar
och gor att vi inte utsatter djuren for onadigt lidande eller orsakar att forsoket misslyckas.

Foljdfraga 22 c3: Kan ni anvdanda max 6 stotar den forsta dagen och darefter max 3
stotar per session samt totalt max 20 stotar for samtliga sessioner (bade férsok med
pagaende fysisk aktivitet och somnbrist)?

Svar: Vi tror att vi kan utféra forsoken med dessa begransningar om vi tillats att
anvanda 0.5 mA and eventuellt 0.7 mA (om 0.5 mA inte ar tillrackligt). Dock kommer
denna begransning troligen inte att fungera om vi inte kan ga 6ver 0.5 mA f6r vissa av
musstammarna.

23. Hur kommer atgarderna 6-9 och 10 i forsdksgrupp: centrala mekanismer i normal
kanslighet kombineras med andra tester/dvriga delar av ansdkan?

Svar: Var snéll och se bilaga 1, bada sidor. Djur som anvands i denna grupp anvands

inte i nasta forsdksgrupp, ”“centrala mekanismer i kronisk smarta”. | denna grupp ska

vi studera hur olika central mekanism (CM) upplevelser (som atgarder 6-9) paverkar

normal kdnslighet. Vanliga kombinationer av planerade experiment kan beskrivas

som féljande:

l. Djur testas for sensoriska tester t.ex. 2-3 dagar (baslinje etablering). Da
utsatts djur till CM upplevelser (en av atgarder 6-9). Senare testas djur igen
nagra dagar (sensoriska test) for att se effekt pa normal kdnslighet.

Il. Samma som ovan men atgard 6-9 kombineras med injektion av tamoxifen
(eller anda @mne som aktiverar specifik gen uttryck eller funktion t.ex DNA

Bil A



rekombinase). Denna variant markerar specifik cellgrupp som manipuleras
(aktiveras alt bromsas) under senare sensoriska test med injektion av CNO
eller andra specifika amnen.

M. Djur testas for sensoriska tester 2-3 dagar (basline etablering). Kombination
av tva samma eller olika CM atgarder (dvs 6-9 plus 10). Den férsta CM
atgarden (6-9) kombineras med tamoxifen (TAM, eller andra @mne med
samma syftet). Den anda CM argard (10) kan utféras utan TAM (da
terminernas djur nagra timmar senare) eller med TAM (eller liknande), da
utsatts djur senare till fa sensoriska test.

24. Hur kommer atgarderna 7-12 i forsdksgrupp: centrala mekanismer i kronisk smarta

kombineras med andra tester/6vriga delar av ansékan?

Svar: Var snall och se bilaga 1, bada sidor. Djur som anvands i denna grupp anvands

inte i forsoksgrupp, “centrala mekanismer i i normal kdnslighet”. | denna grupp ska vi

studera hur celler som involveras/aktiveras av olika central mekanism (CM)

upplevelser (som atgarder 7-10) paverkar utveckling av kronisk smarta modeller. Vi

planerar att utfora foljande experimentellt flode i denna forsdksgrupp

l. Djur testas for sensoriska tester t.ex. 2-3 dagar (baslinje etablering). Da
utsatts djur till CM upplevelser (en av atgarder 7-10) och detta kombineras
med t.ex. TAM injektion (for att markera specifika celler). Senare utsatt djur
till en av tva smarta modell (dtgard 11 alt 12). Senare utsatts djur till
sensoriska test. Bdde smarta modell utveckling samt sensoriska testning kan
kombineras med injektion av t.ex CNO for att aktivering/inhibering av
cellpopulation som markeras under atgarder 7-10.

Saledes, CM atgard i denna grupp utfors max en gang och alltid innan smartmodell.
Sensorisk test kan utféras innan CM atgard (7-10), mellan CM (7-10) och smart
modell atgard (11-12) eller efter sméart modell.

25. Atgard 12 nervskada. Ar det méjligt att ge djuren systemisk smértlindring innan
operation/skada samt post-op, sa att djuren ar smartlindrade minst 48 timmar efter
op?

Svar: Nej, det ar tyvarr inte maojligt. FOor att nervskade modell ska utvecklas behovs
nervaktivitet. Systemisk smartlindring innan operation ar det som kan anvandas
maximalt.

Foljdfraga 25b: Kommer djuren fa systemisk smartlindring pre-operativt sa att de ar
smartlindrade den mest akuta fasen vid uppvaknande, minst 12 timmar (langre om

moijligt)?

Svar. Ja djur far det pre-operativt.



Foljdfraga 25c: Hur lange har den pre-operativa smartlindringen effekt post-
operativt?

Svar: Djur har pre-operativa smartlindringen effekt post-operativt atminstone 12
timmar.

26. Forvdntas samtliga djur efter nervskada fa halta? Annars bor val avbrytningspunkten
vara sammanlagt vid 0,4? Ni har ju begart undantag for att avliva vid 0,4 pa enskild
parameter vid halta. Motivera annars varfor hogre sammanlagd avbrytning kravs.

Svar: Det stammer att djur efter nervskada har vanligtvis inte halta. Men vi kan inte
utesluta att djur efter centrala mekanismer atgard kan reagera starkare pa
nervskada. S3, vi skulle vilja behalla 6kat avbrytningspunkt for djur som utsatts for
bade central mekanism atgard och nervskada.

Foljdfraga 26b: Om djuren skulle reagera starkare efter nervskada, pa vilket satt kan
det yttra sig da? Vilken poang forvantas i sa fall och hur lange?

Svar: Svar att veta i forhand, men mest logisk att det blir halta for maximal tva veckor. Kraftig
halta ger 0.4 i parameter "Rorelse och kroppshallning”. Dvs avbrytningspunkt férhdjning
under tva veckor efter nervskada (om kombineras med “central mekanism” atgard) ar: total
podng 0.8 p om 0.4 kommer from hélta. Djuren ocksa avlivas om de nar 0,4 pa en enskild
parameter med undantag av kroppsrorelse storning (halta).

27. Ar det mojligt att vilja en artritmodell som ger lagre artritscore, alternativt avbryta vid
lagre total artritscore? Forslagsvis avbryta vid 0,8 sammanlagt eller 0,4 pa enskild
parameter, direkt vid mer dn 35 poéang eller vid 30-34 poang efter 10 dagar?

Motivera annars varfor hogre lidande ar absolut nédvandigt.

Svar: Antikropps-inducerade artriten som vi andvnder dr mindre svar dn den
vanligtvis anvanda artrit modellen med kollagen-inducerad artrit (CIA). | var modell ar
den kliniska paverkan (inflammation) lagre och kortare. Vi kan séatta slutpunk till 0.8
total poadng eller 0.4 som individuell paramenter. Dock behdver vi sasom vi beskriver |
ansokan ett undantag: avbrytningspunkt behoéver vara 1.2 48 h efter LPS injektion
(LPS injektion kan leda till feber liknande symptom men aterhamtar sig inom 48
timmar). Om maossen far artrit poang mer an 35 (masimum 60), sa kan djuren avlivas
sasom foreslaget. Forsoket avbryts ocksa om djuren har mer én 30 under 14 dagar.

28. Om sammanlagd avbrytningspunkt ar 0,8 (ej enbart artritférsok) hur lange kan djuren
ha 0,5, 0,6 eller 0,7 sammanlagt innan djur avlivas?
Svar: 0.5 — max 10 dagar 0.6 — max 6 days, 0.7- max 3 days. Undantag — under 72 h efter
opiodabstiens startat.



29. Inga djur som utsatts for avsevard svarhetsgrad far overforas till andra forsok eller
flyttas utomlands enligt regler for ateranvandning, L150 11 Kap 16 §. Kommer ni félja
det?

Svar: Ja

30. Mickael/Mingdong Det finns forskningsresultat (se t.ex.
https://www.nature.com/news/male-researchers-stress-out-rodents-1.15106 ) som visar pa
att manliga forskare/personal i djurhusen (inkl. kldder fran man etc.) paverkar framfér
allt hanmoss att inte visa smarta? Hur hanterar ni detta?

Svar: Vi ar medvetna om detta och har haller oss uppdaterade och diskuterar det i
labbet. Dock forvantar vi oss inte att det paverkar vara forsok. 1) Samma forskare
utfor kontrollforsok och experimentella forsék och i nastan alla forsok utfor samma

forskar alla tester djuren inom varje experimentella flode. 2) Den namnda studien
visar att lukt har den storsta effekten. | de rutiner vi har | djurhuset byter alla
forskare klader innan man gar in i djurhuset. Situationen dar tex djuren kdanner lukt
fran T-shirt som en person sovit i kan inte forekomma i vara férsoksupplagg.
Dessutom ar experimentell area placerad ovanfor en ventilerad bank, vilket
minimerar spridning av lukt. 3) Om vi skulle ha ett problem med att resultaten
paverkas pa ovan satt skulle matningar utforda av méan pavisa lagre kdnslighet. Vi far
liknande resultat oberoende av kdn av forsdkspersonen.

31. Vilka djurfria metoder har 6vervagts?
Svar: Vi laser litteraturen och foljer nya upptackter och metoder. Det ar maojligt att
utfora djurfria metoder for att studera processer inom celler eller mellan tva
definierade typer av celler. Vi gor sadana forsok i labbet och har till och med varit
med om att utveckla nagra av de metoderna. Eftersom syftet med denna ansdkan ar
att studera hur upplevelser paverkar sensorisk perception och utvecklandet av
kronisk sméarta och mekanismerna bakom detta ar okdnda, sa finns inte nagra djurfria
modeller.

32. Vilka kéllor har anvants for att hitta nya innovativ djurfria metoder?
Svar:
https://www.re-place.be/
AnimAIlt-ZEBET (apps.bfr.bund.de)=

33. Vi paminner om majligheten till radgivning och stod fran stiftelsen Forska utan
Djurforsok https://forskautandjurforsok.se/

Tack!

34. 1 immobiliseringsexperimenten anges att de kommer att immobilisera méssen i 6 timmar om dagen under
flera veckor. Djuren vanjer sig med upprepad immobiliseringen sa att varje dag av immobilisering blir
musen gradvis mindre stressad av proceduren. Detta kan testas genom att mata kortikosteronnivaer i
musen. Ett battre paradigm ar att anvanda ett variabelt stressparadigm dar musen utsétts for olika


https://www.nature.com/news/male-researchers-stress-out-rodents-1.15106
https://www.re-place.be/
https://apps.bfr.bund.de/animalt-zebet/index.cfm
https://forskautandjurforsok.se/
https://apps.bfr.bund.de/animalt-zebet/index.cfm

stressorer pa olika dagar. Musen vet inte vad de kan forvéanta sig och detta haller stressnivderna hoga.
Det finns véletablerade variabla stressparadigmer i litteraturen som fungerar bra.

Svar: Vi tackar och uppskattar denna kommentar fran Namnden géllande experimentella och
etiska overvagande i vart forsok! Vi behover hitta en balans mellan 1) multipla upprepade
stress paradigm (som later mycket stressande men som | verkligheten som namns ovan |
namndens kommentar minskar dver tid da djuren vanjer sig), 2) flyttande av flera stress
paradigm, vilket skulle kunna leda till samma eller battre vetenskapliga resultat under
kortare tid, med mindre djur och med mindre paverkan pa djuren, 3) Behovet att ytterligare
djur for att testa olika varianter for forsoksupplagg. Under arbetet med denna anstékan
uppmarksammades maojligheten med den eventuella fordelen med att anvdnda variabel
stress paradigm. Vi hade inte inkluderat det | ansokan eftersom detta forsoksupplagg inte
anvants i studier relevanta for vart forskningsomrade. Dock har vi efter denna kommentar
kritiskt bedomt majligheten till sddan modell och finner att det skulle kunna vara till fordel
bade fran ett etiskt perspektiv saval som vetenskapligt och vi skulle vilja inkludera féljande
kombination av stress paradigm, delvis baserade pa protokoll vi redan féreslagit.

Vi foreslar félande protokoll:

1. Immobilitet- moss placeras i en 50 ml plast ror (eller liknande) med 6ppning pa bada
sidorna for andning, max 2 h eller tva ganger 1 h per dag (beskrivet i atgard 7, men
kortare);

2. Porsolt/tvingat simnings test — max 20 min, 2 ganger per dat) sdsom beskrivet i
atgard 7, men kortare).

Foljdfraga: Hur manga dagar maximalt under de 21 dagar protokollet pagar?

Svar: Tre. Vi kan foresla ytterligare en begransning: Porsolt kan inte heller utféras N ganger |
specifika stress kombinationer om inte alla andra stress metoder planerade for detta stress schema
ocksa planeras att utféras N ganger (dvs inte mindre).

3. Lutande bur — Hemburen lutar 45° under 1 h, en eller tva ganger om dagen;

4. Burbyte — musen placeras | grannmusens bur (efter att grannmusen forflyttats)
under 3 timmar, och placeras sedan tillbaka i sin hembur. En gang per dag.

5. Fukktigt burspan — Burspan fuktas med vatten | rumstemperatur, musen far vara
kvar | buren med fuktigt span | 3 timmar. En gang per dag.

6. Inget burspan — Burspanet tas bort fran buren under 4 timmar eller tva ganger under
2 timmar per dag. Musen placeras | en ren bur med span efter det.

7. Vattenstress — Burspanet tas bort och tillrdckligt med vatten (6ver rumstemperature
for att undvika hypotermi) for att fylla 0.5cm i botten av buren. Musen tas bort,
torkas med en handduk och flyttas till en torr bur. En gang upp till 4 timmar eller tva
ganger under max 2 timmar.

Det finns andra stress protokoll som beskrivs | relevanta rapporter men vi skulle vilja undvika
dom eftersom dom antingen ar mycket omsténdiga och/eller svara att tekniskt genomféra.
Dessa inkluderar:

Tass elchock — tva ganger, 5 sek var, 1 mA;



Skakning — grupp om fem maoss placeras i en plastbehallare och placeras i en orbital skakare
under 1 h at 150 rpm;

Social stress — mdss introduceras | en bur med en agressiv mus och efter att den kuvats
placeras | en transparent och perforerad plastbehallare, som gor att ytterligare fysisk
kontakt inte kan ske, inne i hemburen under 30 min.

Varmluft — mdss exponeras for en varm strom av luft fran en hartork under 10 min.
Vitt buller — mdss exponeras fér 80 db vitt buller under 2-6 timmar.
Rovdjursljud — Uppspelande av rovdjurs ljud nara buren under 3 timmar.

Sekvenser av stress protokoll varierar mellan rapporter, men alla inkluderar 1 till 2 protokoll
per dag, under 5 veckor. Det forekommer ocksa variationer mellan tid for varje stressor (i
vissa studier rapporteras 1 timme per stressor, emedan andra 4-6 timmar). | alla
rapporterade stress protokoll utférs de i en pseudorandomiserad order.

Vi hoppas att vi kan uppna effekt genom att applicera olika stress protokoll (list ovan 1 till 7),
en per dag under max 21 dagar, antingen I6pande eller med upp till tva dagars paus.

Vi skulle garna vilja behalla stress protokollet som beskrivs i atgard 7 eftersom detta
stressprotokoll har anvants i tidigare studier av smarta. Dock inser vi att randomiserade
stress protokoll kan leda till battre resultat med kortare exponering av djuren for stress, men
vi maste testa det for att kunna veta om det fungerar.

Foljdfraga 34b: Tack for att ni ar 6ppna for namndens forslag. Vi foreslar att ni anvander er
av den nya paradigmen (beskriven i svar 34 med variabla stress-stimuli) i forsta hand, av
immobilisering i atgard 7 i andra hand, och att Porosolt swim test sa som det ar beskrivet i
atgard 7 inte anvands alls. Kommer ni félja det?

Svar: Ja, vi startar med “shuffled” scheme, om det inte fungerar anvander immobilization, men vi vill
anvanda Porsolt swim test ifall de tidigare tva andra varianterna inte fungerar. Var god och se
detaljerat svar under néasta fraga.

Vi vill ocksa sakerstalla att punkt 7, Vattenstress, formuleras som:

7. Vattenstress — Burspanet tas bort och tillrdackligt med vatten (6ver rumstemperatur
for att undvika hypotermi) for att fylla 0.5cm i botten av buren. Mus placeras i denna
bur en gang upp till 4 timmar eller tva ganger under max 2 timmar per dag. Sedan tas
musen bort, torkas med en handduk och flyttas till en torr bur.

Tidigare textvariant kan tolkas pa olika satt.

Foljdfraga 34c: Porsolt swimtest ar kraftigt angestframkallande och orsakar inlard
hjalploshet, nagot som i basta fall kan vara relevant gallande antidepressiv medicin for
mycket svart deprimerade. Ert syfte ar att framkalla stress sa férhoppningsvis ar det nya



variationsparadigmet utan att Porsolt swimtest genomfors tillrackligt. Vi foreslar darfor att
Porsolt utgar helt i samtliga delar av ansdkan. Kommer ni félja det?

Svar. Detta ar ett klassiskt test och som ocksa ar effektivt for att studera stress, dock | kombination
med hjalploshet och vi skulle gérna vilja behalla det men kan minimera hjalploshetskomponenten.
Mot bakgrund av detta skulle vi uppskatta om kommitteen godkanner féljande revision: Maximal
simmtid — 8 minuter per session (ursprungligen 30), maximalt antal sessioner per dag- 3
(ursprungligen 4 med max tid for varje repeterad session — 20 min). Maximalt utférd under 3 dagar
(samma som tidigare). Sdsom separat stress paradigm anvands det enbart om “shuffled” strategin
eller immobilisering inte leder till forvantat resultat. Sdsom del av “shuffled” modellen kan det ocksa
endast anvdandas maximalt under tre dagar. Vi foreslar sdledes att sikta pa att fa resultat fran de
andra modellerna i férsta hand.

Vi vill sdlunda garna ha kvar detta med ovan begrénsningar ifall de andra modellerna inte ger den
vantade effekten. Dock vill vi klargéra att om kommitteen har for avsikt att avsla ansékan i det fall
Porsolt inte helt har utgatt, sa kommer vi forstas att folja forslaget att Porsolt helt utgar i samtliga
delar av ansokan.

Foljdfraga 34d: Kommer punkterna/stressorerna kombineras och flera utféras samtidigt eller
samma dag i variationsparadigmet for pagaende stress? Vanligen fortydliga uppldagget och
verifiera att det endast ska orsaka en mild/mattlig kronisk stress?

Vi utfor endast en stressor per dag, maximalt under 21 dagar. Under denna milda/mattliga stress
modellen férvantas inte djuren forlora nagon vikt. | det fall djuren férlorar 15% eller mer i vikt under
forsoket klassas stressen som avsevard och forsdket avbryts.

Ovriga fragor:

35. Ni anvander smartstillande kram pa svansen pa vuxna djur vid AAV injektioner. Varfor
gor ni inte det pa ungar? Vi kan gora det om det inte finns negative effekt pa ungar i
samband med smartstillande kram. Vi foljer alltid vet rekommendationer om de inte
hinder oss fran att uppna syfte av experiment.

36. Leverans av amnen: Ni vill ge ibuprofen 20 mg/kg ip (antar 1 gg/dag). Den
rekommenderade dosen i manniska ar 10 mg/kg (max 4 tabletter per dygn, 200 mg,
75 kg). Varfor anvander ni en hogre dos?

Ibuprofen dos som anvands for moss varieras i litteratur, vanligtvis ligger i intervall 20-40
mg/kg. Det finns ocksa rapport som visar att halften effektiv dos i mus ar 10 mg/kg och
minimal full effektiv dos ar runt 20 mg/kg. Det finns ocksa rapport som visar att 50 mg/kg
av ibuprofen ar inte sarskilt effektiv i paraformaldehyde smarta test. Dvs vid sadana olika
data kan man hoppas att 20 mg/kg ar minimal dosa som fungera i de flesta situation.

37. Djuren i férsoksgrupp 3 verkar genomga manga ingrepp och langvarig smarta (8 man
med artrit eller 3 man med SNI, detta efter stresstester, kirurgier, administration av
substanser och sensoriska tester). Det 4r manga djur som ska inga i dessa studier
(N=1000). Ar det méjligt att reducera antalet djur och dnda uppna statistisk
signifikans?



Svar. Enligt gallande reglar beskriver vi maximal som hander med djur. Sjalvklart ska
inte alla djur som anvands i forsoksgrupp 3 utforas till alla atgarder. Namligen
estimerar vi att av de 1000 namnd djur max 300 ska exponeras till bade central
mekanism atgard och ett av tva smarta modell, andra 700 ska anvands for antigen
nervskada eller reumatoid artrit modell separat (utan stresstester osv). Dvs 1000 total
djur i denna férsoksgrupp ar rimligt.

Foljdfraga 37a: Forstar vi det ratt att i Forsoksgrupp 3 kommer djur som ingar i de centrala
mekanism-testerna (opioid-tillbakadragande, stress, fysisk aktivitet, somnbrist) fa/utveckla
RA/SNI forst efter de genomgatt de centrala mekanism-testerna?

Svar: det stammer, “central mekanism” atgard kommer alltid innan smart modell
(RA/nervskada) om utfors pa samma djur.

Vi har en ytterligare poang. Vi vill justera texten angaende platspreferens test sa att
forsoket klargors i sin helhet (s. 21, sista paragraf ovan ”3. Randall-Selitto Paw Pressure
test”). Ny text ar i fet stil:

”Samma forsok som beskrivet ovan kan komma att utforas anvandande substanser (se
ovan) istallet for Ljus. Habituering utfors pa samma satt som for ”ljus” variant av test,
dvs max under 5 dagar. | dessa fall injiceras kanselutlésande dmne eller amne enligt
beskrivning i atgidrd ”leverans av amnen” (ta bort: enligt ovan) och mus placeras i en av
de tva ladorna en gang per dag (ta bort: i tva dagar) i max sex dagar och darefter sparas
vid senare dagar djurens forflyttning mellan ladorna. | det fall amnen orsaka obehag kan
detta matas genom att djuret valjer att vistas i den andra ladan dar dom inte har fatt
substans (eller tvartom). Denna testvariant ar mattlig om injekterande @mne forvantas
att orsaka obehag. Denna test ar avsevard om injektion klassas som avsevard. Annars
klassas test som milda (t.ex. om smartlindrande dmne injiceras). Varje tva dagar av
injektion raknas som en test (dvs t.ex. en hel test med sex dagar injektion rdknas som
tre tester). Andra sensoriska tester utfors inte under dagen nar ”"traning” (dvs amne
injektion) utférs. Denna test utfors maximalt en gang per djur. Alla begransningar av
injektion antal galler.

Foljdfraga 37b: Kan djuren fa injektion avamnen som leder till lidande som klassas som
avsevard svarhet dagligen i 6 dagar och hur lange leder de (totalt sett) till ett avsevard
lidande for djuren?

Svar: Nej, det ska inte handa. Det blir maximalt 3 injektioner av experimentamnen
eftersom vi maste har lika manga ganger av kontrollamnen, dvs 3 + 3.

Sannolikheten ar lag att vi behéver injicera @mnen som leder till avsevard svarhet av
foljande anledning: avsevart svarighet leder till tydligt svar i djur: t.ex vokalisering,
hoppning, immobilitet eller andra starka beteende. Ser vi tecken pa sadant beteende
drar vi snabb slutsatsen (redan under forsta tillfalle) att djur upplever smarta och da
behover vi inte utfora sa lang test (7 dagar).

Dock vill vi klargdra att vi kan komma att behova utfora experiment som kan leda till
avsevard svarighet vad géller amnen i nagra situationer, t.ex. i de fall sakkunniga som



bedOmer vara resultat anser att det finns tvivel kring beteende resultaten och vill ha
tydligare specifika bevis enl ovan. Vi menar att fast beteende som grimas och/eller
immobilitet anvands for att beddma att djur upplever avsevard lidande, har vi inte sett
att det anvands med detta syfte (dvs utan andra data) i vetenskapligt litteratur.

Saledes, vi behover kunna utfora detta test anvdndande @mnen som leder till avsevard
svarighet och i detta fall blir max total tid av avsevard lidande 3* 30 min = 1.5 h. (OBS!
denna tid motsvarar en formalin test i var ansékan och mindre an en karragenan test.

Bade ar varianter av Kemisk kanslighetstestning)

Foljdfraga 37c: Hur lange kan djuren som langst vara i testboxen per dag? Kommer
djuren fa smartlindring direkt efter att de tas ur testboxen om injektionen klassats som
orsakande av lidande av avsevard svarhetsgrad?

Svar: max en timme per dag i testbox. Ja, om det finns en klar indikation att djurets
lindande ar av avsevard grad ger vi smartlindring efter att djuret tas fran testboxen. |
samband med detta behdver vi att hdja maximalt antal injektion per dag. Enligt var
ansokan (s. 18, andra raden) far vi ge max en i.p. och s.c. per dag. Nu vill vi ha méjlighet
att ge max tva s.c. per dag/djur i samband med detta test eftersom bada experimentella
amnena och smartlindringen kan levereras s.c.

Foljdfraga 37d: Vid atgarden ”leverans av amnen” hur lange riskerar djuren ha
smartpaverkan, endast vid stimulitester eller konstant och hur lange? Kommer djuren fa
smartlindring direkt efter tester om amnen injicerats som klassats orsakande av lidande
av avsevard svarhetsgrad?

Hur lange amnen har effekt beror pa olika faktorer, framférallt dos och farmakokinetik
(hur snabbt den metaboliseras i kroppen). For att nar bra experimentella resultat
forsoker vi alltid att justera dos pa sadant satt att djuren upplever en kansla i samband
med injektion bara nar de sitter i boxen. Upplever djuren en kdnsla som inte ar kopplad
till testboxen blir det ingen/minde association mellan kdnslan och boxen, och da ger inte
experimentet nagot tydligt resultat. Finns det indikation pa att djurs lidande motsvarar
avsevard grad ger vi smartlindring efter att djuren tas fran testboxen.

Generell foljdfraga: Nar (vilken tid pa dygnet och hur ofta) observeras djuren i
Forsoksgrupp 1, 2 och 3?

Svar: vanligtvis observeras djuren under normal arbetstid. Enligt L150 observeras alla
djur atminstone en gang per dag. Vanligtvis utfors detta av tekniker. Sjalvklart observeras
djur kontinuerligt av forskarna nar atgard utforas. Efter atgard néar det finns risk att djur
kan bli samre observeras djur regelbundet under de foljande dagar av forskarna men hur
ofta och hur manga dagar beror pa specifik atgard. Denna info ges i motsvarande del av
atgard beskrivning (”Beskrivning av vad som ska goras for att minska djurets lidande...”).
Nedan ger vi exempel hur extra tillsyn (oftast av forskare) utfors efter nagra atgarder:



Atgard 5: Sparningsamne leverans till centrala nervsystem: ” For i.sp utfors extra tillsyn
en gang varje dag (oftast av en forskare) av atminstone tva féljande dagar efter

ingrepp.”

Atgard 6: Centrala mekanismer: opioid tillbakadragande: ”Efter testperiod kommer
djuren att observeras minst en gang per dag under upp till 4 dagar.”

Atgard 9: Centrala mekanismer: somnbrist: “Efter atgarden utforts examineras djuren en
gang per dag under 2 dagar”

Atgard 11: Smarta modell: Reumatoid artrit: ”Djuren kontrolleras 1-2 timmar efter LPS-
injektion for allmant tillstand och dven tecken pa néd dagligen under 3 dagar. Senare
kontrolleras djuren varannan dag tills de tecknen av inflammation i tassar forsvinner (ca
3 veckor)”
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10406-2020: Centrala mekanismer i sensoriska nitverk som styr kinsel och smarta (||| GG

Beredningsgrupp 2 forslag A till namndens stallningstagande.

Syftet med forsoken ar att identifiera och undersdka de mekanismer som paverkar formagan att
reglera smartupplevelsen hos daggdjur. Cirka 20% av befolkningen lider av kronisk smarta och ca 1/3
av dessa har svara smartor. Ofta saknas adekvata lakemedel for smértlindring. Sokanden vill anvanda
modeller for kronisk smérta i mus och studera hur dessa paverkas av andra tillstand sa som stress,
sdmn, angest, oro, och trauma, for att identifiera de nervbanor och celler som bestammer hur
mycket smérta vi kdnner. Dessa studier kan leda till att man hittar helt nya mal for
lakemedelsutveckling.

Sammantaget anser beredningsgruppen att forsokets etiska avvdgning ar valmotiverad samt
kompletterad med fragor och tillfredsstadllande svar avseende bland annat fértydligande av behov
och upplagg av sensoriska tester, narvaro av veterinar, avbrytningspunkter och slutpunkter.
Beredningsgruppen anser att den nytta som férsoken utgor 6verlag 6verstiger det lidande som
djuren utsatts for, med undantag for kombinationen av studier pa den centrala mekanismen i ett och
samma djur.

Forsoket enligt ans6kan bor
Godkannas med villkor:
1. Ett forsok med centrala mekanismer (4.2.1, atgard 6, 7, 8, och 9) far inte kombineras i samma
djur med ytterligare en atgard med centrala mekanismer, sa som specificeras i 4.2.1, atgard
10. Atgard 10 i forsoksgrupp 2 far darmed inte utféras.

Giltighetstid bor vara
Fem ar fran beslutsdatum

Forsokets svarhetsgrad bedémer beredningsgruppen som
Avsevard

Utvardering i efterhand
Ja, med avseende pa:
1. Andel/antal djur som uppnadde avbrytningspunkten
2. Hur stor elstét som kravdes for att uppna onskad effekt vid centrala mekanismer, pagaende
fysisk aktivitet, per stam
3. Huruvida den variabla stressparadigmen ledde till att det vetenskapliga resultat kunde
uppnas snabbare eller med farre antal djur

Avgift

Ansokan faller under féljande kategori enligt 2a § Statens jordbruksverks foreskrifter (SJVFS 2008:19)
om avgifter i vissa arenden enligt 67 § djurskyddsforordningen (1988:539)

Beredningsgruppen bedémer avgiften som kategori: 4:

15 000 kr

Handlaggningstid
Handlaggningstiden kommer savitt beredningsgruppen nu kan bedéma 6verstiga 40 arbetsdagar.

Andringar som paverkar den populirvetenskapliga sammanfattningen


Malin Gustafsson

Malin Gustafsson


Inga

Komplettering (bifogas som bilagor)
Ja, se bilaga avseende fragor och svar.

Undantag

Sokanden soker undantag fran kravet pa smartstillande behandling eller avlivning efter ingrepp nar
ett djur kan uppleva smaérta enligt 11 kap. 8 § L 150.

Ange deltagare i beredningsgruppen samt datum fér ssmmantrade

beredningsgruppssammantrade 2020-09-18

Reservation


Malin Gustafsson
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Reservation mot Stockholms djurforsoksetiska ndmnds beslut att godkdnna ansékan 10406-
2020 den 8 oktober 2020

Ansokan 10406-2020 Centrala mekanismer i sensoriska natverk som styr kansel och smérta

Sokande | <arolinska institutet

Ansokan géller framfor allt smértforsok och omfattar bland annat kronisk smérta i form av
nervskada och artritforsok som ar bland de mest plagsamma djurforsok som utfors i Sverige i dag
och dér det inte gar att ge smartlindring. En del djur kommer att ha behandlats innan med d&mnen
som kan 6ka smértkansligheten. Utdver detta ska djuren utséttas for s.k. centrala mekanismer (CM)
och smartprovokationer som vi bedémer med svart lidande under lang tid och utan méjlighet till
smartlindring. juren far inte heller tillracklig smartlindring efter operativa ingrepp. Ansékan som
namnden godkant innehaller dessutom en stor osékerhet om paverkan pa djuren da CM-atgarder &r
nagot nytt som s6kanden vill lagga till utdver de andra smartforsoken.

Namnden har godkant ansokan med villkoret att sokanden far anvanda CM-atgarderna men far inte
kombinera dem i samma djur. Vi beddmer att det inte racker for att uppfylla det som lagstiftningen

foreskriver for att ett forsok ska kunna godkéannas da djuren kommer att utséattas for svart langvarigt
lidande som inte gar att lindra.

Exempel fran forsoksgrupp 3 pa hur forsoket strider mot 7 kap. 98 djurskyddsférordningen
(2019:66), Ett etiskt godkannande far inte ges for djurforsok som skulle medfora svart lidande som
sannolikt skulle bli langvarigt och inte kunna lindras.”

 Djuren kommer att utsattas for centrala mekanismer i kronisk sméarta. De kommer att
smartprovoceras i upp till 60 tester varav 10 av avsevard svarighetsgrad. Ett avsevart test innebar
t.ex. smérta i upp till 58 timmar utan smértlindring.

« Darefter, kirurgiska ingrepp i t.ex. ryggrad och hjarna och sedan en central mekanism, t.ex. ett
variabelt stressparadigm om 21 dagar dar djuren utsatts for olika stresstester dagligen, bl.a.
upprepade Porsolts swimtest som ar av avsevard svarhetsgrad. Darefter kommer djuren att
antingen fa artrit eller nervskada.

« Efter det kommer djuren att utsattas for sensoriska/smartprovocerande tester igen. Sa aven nar de
har artrit eller nervskada kan de ha utsatts tidigare av centrala mekanismer. Da har de varit i
forsok i minst 7 till 8 manader. Med tanke pa musens livslangd &r det ett langvarigt svart lidande
som inte kan lindras.

Suppleanten || (dc!tagande pd métet men utan rostratt) patalade fér namnden att
godkannandet av ansokan strider mot djurskyddslagen da sokanden medgivit i svar till fraga 34 c att
Porsolt swimtest kan utga fran ansokan. Enligt 7 kap. 1 § forsta stycket 1-3 djurskyddslagen far
djurforsok utforas endast under forutsattning att “verksamheten utformas sa att djuren inte utsatts
for storre lidande an vad som &r absolut nédvéndigt”. | och med att Porsolt swimtest inte anses
absolut nodvandigt av sokanden far namnden inte godkanna Porsolt swimtest, i enlighet med 7 kap.
1 § forsta stycket 1-3 djurskyddslagen.

Etiska namndens godkénnande av ansdkan 10406-2020 strider mot:
» 7 kap. 1§, punkt 3, djurskyddslagen (2018:1192)
* 7 kap. 98 djurskyddsforordningen (2019:66)
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