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Reviderat tillfigg till anstkan nummer C 288/9 samt nummer C 110/8

Gven nimnda ansdkningar 4r godlcinda sedan tidigare och i dessa studier undersdks
magtarmkanalens normala fonktioner och skyddsmekanismer i rittor och mass, Onskar nu
anvinda 30 av dessa rittor (C 288/9) samt 30 av dessa mdss (C ] 10/8) for ait studera
bstrogenets piverkan pA magtarmkanalens skyddsmekanismer,

ITan och hon réttor och moss ska ges dstrogenagounister dels vid akuiférsék och dels som
forbehandling, Férbehandling ges som subkutan slow release infusion. Ostrogen loses i
sesamolja (1 80pg/ml) och en silicontub fylls med 100 pl eller 35ul, till ritta resp mus, av
denna lsning och inplanteras sedan under huden i nacken, Denna slow release hehandling
utfirs en gang och djuren understiks 3 veckor senare

Bakgrunden till att vi vill studera kénsskillnader vad giller magtarmkenalens normala
fanktioner samt skyddsmekanismer &r att det finns stora skillnader i frekvensen av
magsickscancer, kolon cancer sanit duodenal ulcus mellan mén och kvimnor i fertil alder.

Det finns starka indikationer pa att det som skyddar kvinnor ir dstrogenet. Vi vill dérfor
studera ktnsskillnader samt 8strogenets paverkan pa magtarmkanalens funldioner.

Veterinir och djurfirstksansvarig har godkint tilldgget

Uppsala 2010-02-16

Lens Holm
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Heliman Emma - TUP

Fran:  Marianne Jensen-Waern [Marianne.Jensen-Waern@kv.slu.se]
Skickat: dert 16 februari 2010 17:04

Tilt: Lena Holm: Hellman Emma - TUP

Amne: SV; Efisk ansokan, tilligg C288/9 samt C 110/8

Hej!

_ Jag har last det reviderade tilligget C288/9 samt C110/8 och finner att detta tilligg nu kan tillstyrkas. Emma,
kan du ordna med formalia 53 att besiut kan fattas pa plenarmétet den 26 februari.

Tack s& mycket, R
Marianne

Fran: Léna Holm [mailto:lena.holm@mch.uu.se]
Skickat: den 16 februari 2010 16:46

Till; Helbman Emma - TUP

Kopia: Marlanne Jensen-Waern

Amne: Re: Etisk ansikan, tilldgg C288/9 samt C 110/8

Hej Emma

Har diskuterat med Marianne om tilliggsansokan som var alltfdr omfattande. Har nu feviderat
tifligget och vore mycket tacksam om du kunde expediera detta drende sa fort som majligt.
Marianne har lovat att genast titta pi det reviderade tilligget.

mvh

Lena

L Information from ESET NOD32 Antivirus, version of virus signature database 4871
(20100216)

The message was checled by ESET NOD32 Antivirus,
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o Information from ESET NOD32 Antivirus, version of virus signature database 4871
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The message was checked by ESET NOD32 Antivirus,
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VERKET ANSOKAN

-etisk prdvning av djurférsdk

Catum 2008 saplamber 28

Denna biankett &r fastsialld av Centrala féréc’ikscijurs-
né}mnden {CFN) den 28 september 2001,
Vagledning fér atl fyita i blanketlen finns atl himta pa UUDDEJ:.. Urfu‘s Gksetisia rémnd
Jordbruksverkets webbplats (www.sjv.se). ' I 0 ",Z ¢
Ansdkan lamnas till den djurférstksetiska némnd-inam ) LA fervenbsii 20, ff
vars verksamhelsomréde det planerade d]urforsoke! Dinr C L / ‘7
gka utforas oS, 4

(Mo pombohefan L4

[:} ] ansdkan b&: med maotivering anges vilka uppgifter som enligt sdkanden kréver sekretess

Uppgifter om sdkanden {férsbksledaren)

Namn
Lena Holm
':\ Institutian, avdelning eller molsvarande
Institutionen for medicinsk cellbiologi, enheten f6r integrativ fysiolagi
Talefonnummar (dven rikinr Faxnummer (Aven rikin) E-mali
018-4714325 018-4714938 lena.holm@mch.uu.se
Adrass Postadress
Husargatan 3, BMC B1:2, Box 571 ' 751 23 Uppsala
. Diarlenummer
Ansékan dr en fortsittning av tidigare provade frsdk C217/8

[ ] Forstkat avser framstlining ay genetisk! madifierade cjur

D Forséket avser anvandning av genetiskt medifierade djur

Férsoksledarens klassificering av forsdkets svarighetsgrad (endast ett alternativ skall anges)

) Ringa svarighetsgrad _ D Méattlg svarighetsgrad ‘ D Avsevird svarighetsgrad

Uppgifter om det planerade djurfdrsdket
Sidorne 1-3 | ansdkningsbianketien fylls | av den sdkande. OBS) Vid uppglfts!amnandet skall &%t enkell sprak anvidndas.
Vikligt &r ocks4 att tillrdckliga uppgifier iimnas for den diuriératksetiska ndmndens beddmning av Grsdket.

1. Projektets titel
Magtarmkanalens normala funitioner och skyddsmekanismer mot saltsyra, dagestlonsenzymer
pakterieprodukter och andra skadliga agens .

SJV D74 200711
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2. Syftet med djurférssket och eventuell redovisning av tidigare resultat

| magsécken produceras en enormt stark syra som tillsammans med digestionsenzymer kan orsaka
slemhinneskador om inte skyddsmekanismerna fungerar perfekt Dessutom Intas mat och dryck som
kan vara skadligt bade kemiskt och mekaniskt (nétning pa slemhinnnan). |'tjocktarmen (kolon) finns
ungefar 1,5 kg bakterier av olika stammar, dér vissa ar goda och andra skadliga. Som skydd mot
skadliga endogena och exogena d&mnen/bakterier existerar ett tjockt tdckande slemlager,
bikarbonatsekretion som neutraliserar syran och ett adekvat blodfldde som fdrser véivnaden med syrgas
och naringsémnen samt transporterar bort skadliga &mnen scm penetrerat ner i slemhinnan. Har finns
ocksé ett valutvecklat immunsystem.

Det ér dock mycket vanligt att stérningar i form av inflammationer (gastrit/inflammatorisk tarmsjukdom)
gller ibland &ven sar pa slemhinnan (ulcus) uppstar i dessa crgan, Helicobacter pylori &r numera en
accepterad patogen hos méanniska och en av flera faktorer som kan orsaka dessa stérningar. Vi vili
studera mag-tarmkanalens normala funktioner och hur den lyckas uppréatthalla skyddet mot skadhga
amnen samt bakterier. Studierna omfattar reglering av blodfléde, slemsekretion, syra- och
bikarbonatsekretion, surhetsgrad (pH) i slemlagret, slemhinnans téthet (permeabilitet) liksom
inflammatoriska mediatorer,

Vi méter blodflédet bade pa djupet och i de yviligaste blodkérlen | slemhinnan for aft utréna blodfédets
roll vid sekretionsprocessen samt som skyddsfaktor. Matningar av slemsekretionen gérs fér att studera
hur den regleras normalt samt forsté dess roll som skyddsbarridr mot innehallet | mag-tarmlumen, Véra.
studier har visat att det blldas en pH gradient i slemlagret med ett néstan neutralt pH vid slemhinneytan
trots eit surt pH i maglumen. Den bikarbonat som utsdndras av slemhinnan ar viktig fér uppbyggnaden

- och uppratthallandet av denna gradient och séledes mycket viktig f0r skyddet mot syran som
produceras | magsécken. Vi har tidigare ocksa visat att om rragslemhinnan exponeras for toxiner fran
helicobacter pylori sé férsamras béde slemsekretion och blodftéde. Detta i sig féreslar att skador pé
slemhinnan beror pa en obalans mellan magens skyddsmekanismer och de agressiva faktorer den
utsatts for, Vi har dven studerat slemtéackets tilivéaxt och tjocklek | hela magtarmkanalen och funnit att
slemmet kan delas in i tva olika lager. | magen och tjocktarmen-&r det inre lagret omdjligt att suga bori,
medan det i turmtarmen kan avldgsnas men mycket snabbt tillvaxer. Mojiigen kan skillnader i
slemkonsistens och tillvaxt avspegia olika funktioner i de olika delarna av-magtarmkanalen. Dessa
differenser utreds nu och vi har funnit att det yiire slemlagret som técker det inre slemlagret inte bidrar
till uppratthallandet av ett neutralt pH vid epitelcellerna vid luminal syra. Dock har vi nyligen publicerat
resultat som visar att nitrit (efter intag av nitrat) ansamlas i det yttre |dst adherenta slemlagret. | den
sura miljén bildas NO av nitrit och pé sé satt far nitriten en langre verkningstld | magsécken. Vi har visat
att nitritNO | magsécken skyddar mags#cken mot skadeagens genom att Gka blodfiédet och
slemproduktionen. Detta visar ocksa att &ven det yitre slemiagret kan ha en viktig skyddande funktion

for stemhinnan,

Vi studerar nu reglering av tilivaxten och bestandsdelarna av slemlagren. Dessutom har vi borjat ett nyit
spar: att undersdka bakterier i de olika slemlagren. Hur baklerieinnehallet fdrdelas mellan lagren och
hur det péverkas av probiotika och prebiotika (se nedan). .

Spaciellt vill vi underséka hur icke nedbrytbara kolhydrater, som vid fermentation § tjocktarmen bildar
korta fettsyror, f.a. smérsyra, paverkar kolonslem och slemhinna. Det finns indikationer pa att vissa av
dessa kolhydrater (prebiotika) skyddar mot inflammatoriska tarmsjukdomar och i forlangningen ocksé
mot fjocktarmscancer. Skyddet kan bero pa alt fettsyrorna i sig paverkar epitelcellerna positivt och/eller
att de utgdr substrat till "goda bakterier”, sk probiotika. Dessa bakterier kan ocksé medverka i bildandet
av fettsyror. Vi vill ocksé studera hur probiotika i sig paverkar kolonstem/slemhinna samt var de
koloniserar. Bakgrunden till aft vi vilt studera hur probiotika paverkar magtarmkanalens normala
funktloner &r att vl nyligen publicerat resultat som visar att de skyddar mot DSS inducerad kolit i rattor.
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3. Anidra metoder dn den velda

Uppgifier skall kortallat 1amnas am det finns andra meloder, med eller utan anvandning av djur, iér alt uppra syltel med forsikat

| dagsléget finns inte ndgon metod som kan jdmstéllas med var integrerade in vivo préparation. | var
heldjursmodell kan vi bibehdlla ett intakt blodfiéde med en kontinuerlig slemtilivéxt i olika delar av
magtarmkanalen. Fér blodflédesmatningar krdvs eft intakt cirkulationssystem. Korrekta slemmatningar kan
ocksd bara géras in vivo. Histologiska metoder, forstér mucinernas struktur och ger ingen malliighet att

folja realtidstillvéxien av slemmet.

4, Dokumentationskrav

Om nalionelia ellar inamationella dokumentationsizay genam djuridrsdk iorafloger, skall uppgiiter som styrker behovel av fbrstkel anges

Vi féljer GLP.

5. Yalet av djurart, ¥as och stam

Djuran Totalt anial djur

Rétta: Sprague Dawley 150/ar

Molivering (&r val av diurant med karakldrisering av djuren ]
Rattan anvands pa grund av lang erfarenhet och mycket férsdksresultat finns fran detta djurslag. Vi har

goda erfarenheter av adekvat anestesi under 1ang tid hos ratta; Rattan &r ocksé intressant da vi konkret

kan Jamfora véra resuitat fran tidigare funna resultat i samma modell.
Rattorna anvéands till dessa forsdk nar de &r cirka 50 dagar.gamla, eller vager mellan 180-220 gram.
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6. Férsbkels tids- och genomidrandeplan

Farstket bardknas pabdrias Forstkot pAgartom
snarast tre ar framat

Beskilvning av forstkets uppiggning och genomfdrande skall gbras ;ned tyngdpunkt pd da ingrepp som gérs, alika mements \;'arak!ighet mm -

Djup narkas induceras innan férsdket och djuret halls konstant vid en temperatur av 37-38°C genom en
rektaltermometer kopplad till en termistor och en vérmedyna. Narkosdjupet kontrolleras genom att iaktta
andningen som skall vara lugn och regelbunden samt kontroll av utslagen blinkreflex alternativt bojreflex
vid nyp.1 tassen. Det kirurgiska ingreppet tar 20-45 minuter. Djuret tracheotomeras for att underlatta
spontan andning. V. femoralis kateteriseras for blodprovstagning eller infusion av elekirolyter eller olika
farmakologiska verktyg med en infusionshastighet p4 1.0 mi/h. Vidare kateteriseras a. femoralis for
kontinuerlig blodtrycksregistrering som anvénds bl.a. for kontroll av narkosdjup och allméantikistand, Buken
éppnas aoch den del av mag-tarmkanalen som ska studeras Sppnas med intakta kérl och nerver for att
kunna studera slemhinnan. | vissa forstk Sppnas ej tarmen utan istallet monteras den sa att det
intilliggande fettet kan understkas.

slemsekretion och slemtjocklek méts med en mikropipett kopplad till en mikromanipulator som fors
forsiktigt in i slemmet. Fér analys av bakterieinnehéll sugs och skrapas slemmet bort. P& sa satt kan v
analysera baktetieinnehéllet i de olika stemiagren som vi identifierat. Dessutom ska mesenteriska
lyminoder ocksd analyseras pé bakierieinnehdll. Bakterleanalyser utférs pa mikrobiologen, SLU, Stefan
Roos laboratarium. .

Blodflédet i de olika organen mats med mikrosfarsteknik for absolutfidden och med laser-doppler
fisdesteknik for kontinuerlig registrering. Vita blodkroppars och trombocyters adhesion till endotelceller
mats direkt fran videon eller med antikroppsteknik dér radioaktivt mérkta adhesionsmolekyler injiceras och
sedan méts i de olika organen i magtarmkanalen. Sekretion av syra eller bikarbonat mats genom titrering
av den l8sning som tacker slemhinnan, Slemhinneskada (permeabilitet, eller forandring | vAvnadstathet)
méts med 51Cr-EDTA/mannitol/urea-clearance och pH i slemlagret med mikroeiekiroder som fors in i
stemlagret och &r fylida med en vétejonkénslig i6sning. Lymforgan (Peyers plack och mesenterie-
lymfkortlar) dissikeras fram, homogeniseras och celltyper bestdms med FACS.

Flera av matningarna kan utféras | samma djur vilket minimerar antalet djur som behdvs och ger mycket
information fran varje djur. Férstken pagar i 5-6 timmar. Det &r akutférsok och djuren aviivas direkt efter
forsdket. Vissa av djuren ska férbehandlas med syraproduktionshammare (omeprazole 1-8 dagars
férbehndling), NSAID-preparat (naproxen/diclofenac/indomstacin 24 tim- 1 v fore forséken) eller
kvaveoxidsyntas-hammare (L-NiL, L-NNA, eller 7-NI, 0,5 timme f6re sovning).

Vigsa djur kommer att férbehandias med probiotika. Probiotika ar bakteriekulturer med dokumenterat
positiva effektor i magtarmkanalen. Det &r idag vanligt att dessa typer av bakterler sé‘ltt?}%iﬂ,__ﬁf;g/
meijeriprodukter och andra fivsmedel. Vi har en etablerad kontakt med Stefan Roos passom forser 0ss
med kdnda bakteriestammar. Djuren sondmatas med bestimda méngder av dessa bakteriekulturer (max
0,5 ml), framfér allt Lactobacilius Reuteri, dagligen i upp till 14 dagar Innan forstken. Vi har stor erfarenhet
av detta sedan tidigare, djuren svaljer sjélva ned slangen tills den &r i magsécken och ar helt opaverkade
av proceduren, Vi dnskar bdrja behandla rattorna med balkterier direkt nér djuren anjénder eftersom djuren
vid forsdkets genomfdrande inte bor vara storre én drygt 200g. Detta har vi godkanda tillagg for | tidigare

ans6kan C217/6; C296/7.

Vi vill ocksa behandia vissa av djuren med prebictika, Prebiotika &r onedbrytbara kolhydrater som bildar
korta fettsyrekedjor i tjocktarmen. Dessa fettsyror, framst smorsyra, verkar dels som substrat for "goda
hakterier" | tarmen men har dven i sig visat sig ha positiva effekter vid inflammatorisk tarmsjukdom. Vi
samarbetar med professor Margareta Nyman pa Lunds Universitet, som kan tillhandahalia kost tiil djuren
rik pa prebiotika. Vi vilt ge prebictika-kosten direkt ndr djuren aniagnder och lata djuren &ta den | upp till fern
veckor fére frséken. Anledningen il att vi vill ge djuren kosten direkt nar de anlander &r att vi ser det som
st onodigt stressmoment att djuren forst 1ar en typ av kost hos uppfdaren, sedan en ny kost i en vecka i
| vart djurhus, foljt av en tredje, prebiotikaberikad kost. Dessutorn kan vi i var in vivo model| inte anvanda {6r
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stora djur, inte dver 250g. Att bestélla alitfor smé rattor antar vi ocksé &r ett stressmoment for djuren som
vi 8nskar utesiuta. Detta har vi godkanda tillagg for | tidigare anstkan C217/6, C296/7.

Till vissa djurs dricksvatien kommet nitrat eller nitrit tillsattas i 1aga koncentrationer (0,01-1,0 mM) fér att -
utrdna skyddande NO-effekter vid colit. Denna férbehandling amnas bdrjas ges direkt nér djuren kommey.
Fér motivering se ovan. Vatinets smak péverkas inte av nitrat sller nitrit och inte heller méngden vatien
djuret dricker. Inte heller djurens tillstind paverkas, nitrat/nitrit tillskott har positiva effekter pa magsackens

skyddsmekanismer vilket vi visat tidigare.

Om nagot djur innan experimenten startar uppvisar tecken pé ohélsa sdsom stillasittande, gdmmer sig,
kladdig runt dgon efler nos etc komrner dessa djur att avlivas.

7. Vard och fSrvaring

Uppgitter skall Iamnas dels om djurens vérd och forvaring omedelbart ftre, Under och omedelbar elter (Grséket, dels om vid vilken Institution eifer klinik farvaringen sker
geh var forstket skall utitiras
Djuren férvaras p& BMCs djuravdelning med faststéllda rutiner, djurens burar (typ fV-bur max 4/bur) ar

berikade med trafpapphus och lekpapper. | djurhuset sker probiotika - och prebiotika behandling och
nitrat/nitrit forbehandling, Djuren transporteras den korta stréckan meltan djuravdelningen och vért
laboratorium i tackta burar, dar de sedan anesteseras. Vid avslutat férsdk avlivas djuren utan att ha

vaknat ur narkosen. .
Vid studier av magslemhinnan sétts vissa av djuren pa svélt dver natt (18 h) med fri tillgang till vatten.

Djurhuspersonalen och veterindr har tagit del av ansékan,

8. Djurens situatien och frsokets siutpunkt

Beskrivning skall géras av den paverkan p djuren som vinias, sventuslla kemplkalioner, smériupplevelssr, betaendaldrandringar m m.
Vidare skall molivering for klassiflcering &y férakels svirighstsgrad fmnas (amfors s, 1}

Djuren sévs genom intraperitoneal injektion av anestesimedlet, vilket innebér minimal smartupplevelse nar
sévningen utfdrs av van personal. Djurens ansestesidjup konirolleras kontinuerligt och djuren avlivas
under anestesin varfor forsoket bor klassificeras som ringa svarhetsgrad.




Dlarienummer

9. Anestesi- och aviivningsmetoder

Anvandning av narkosmedel, beddvningsmedel, smérliindramjﬂ mede} och lugnande medel skall anges Hksom aviivningsmeled som skall anvédndas
Innan experimenten sévs rattorna med inactin 120 mg/kg kroppsvikt i.p. (maxjmal injektionsvolym 0,6 ml)
och avlivas under anestesi med en infravends injektion av mattad kallumklorid.
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C288/9 ALLMAN RATTA

- Vilka doser ges och hur administreras de?

L-NNA 10 mg/kg i.v bolus i 1 ml fljt av en i.v.-infusion 3 mg/kg/h med en infusionshastighet
av 1mih '

L-NIL 10 mg/kg iv. bolus i 1 miféljt av en i.v.-infusion 3 mg/kg/h med en infusionshastighet
av 1mih ' '

Diklofenak 5ma/kg i.v. som bolusdos i 1 ml for att hamma prostaglandinsyntesen

Diklofenak 30mg/kg i 0,5ml via gavage 18h innan férséket eller 15mg/fkg (0,5ml) och dag i
en vecka Via gavage for att inducera latt inflammation i tarmslemhinnan. Dock ingen
paverkan pa djurens alimantiilstand.

Nitrat 0,85g/L i dricksvattnet en vecka innan forséket

Omeprazal 40pmolfkg iv i 0,6 ml

- Vid upprepad dosering blir svarighetsgraden méttlig inte ringa.

Du menar att det blir mattiig svarighetsgad av att vi gavagerar rattorna varje dag i en vecka?

- Behdvs sa lang svaltperiod som 18 h?

Ja for att mags#cken ska vara tom. Annars gar det inte att studera slemtjockieken.
Ar Ki-mallen tillampbar och vilken avbrytningspunkt ar lamplig?

© Ja Kl mallen &r tilampbar och vi kontaktar alltid var veterinar om tot refvérdet uppnér 0,3




