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Rédet for Dyreforsgg har pa sit mgde den 27. februar 2013 truffet fglgende afggrelse:

Tilladelse
Dyreforspgstilsynet har givet dig tilladelse til at udfgre forsgg med mus, rotter og hamstere i en periode
pa 5 4r, jf. lov om dyreforspg' og lov om kloning og genmodificering af dyr m.v.?

Tilladelsen er givet som beskrevet i din vedlagte ansggning, herunder 8 C-skemaer med 1 G-skema.

I gvrigt geelder folgende vilkar
I tilfelde af vasentligt pavirket almentilstand eller ved lidelsesvoldende komplikationer skal tilstanden
straks afhjzlpes, eller dyrene aflives.

Forspgene mi udfgres pa det angivne forsggssted, med dertil hgrende dyrestalde, som beskrevet i den
vedlagte ans@ggning

Der skal fgres en journal over forsggene, jf. kap. 4 i bekendtggrelse nr. 88 af 30. januar 2013 om dyre-
fors¢g3. Journalfgringen skal ske i et Excel ark eller lignende efter journalbekendtggrelsens bestemmel-
ser.

Du har ansvaret for forsggenes udfgrelse, uddannelse og treening af det personale, der er beskftiget
med dyreforsgg eller forsggsdyrenes pasning, staldes og forsggslokalers indretning og drift, dyrenes
pasning, samt journalfgringen, jf. lovens § 3, stk. 4.

! Lov om dyreforsgg, jf. lovbekendtggrelse nr. 1306 af 23. november 2007 med senere @ndringer

? Lov om kloning og genmodificering af dyr m.v., jf. lov nr. 550 af 24. juni 2005

? Fgdevareministeriets bekendtggrelse nr. 1273 af 12. december 2005 om fgring af journal over dyreforsgg samt kloning og genmodifice-
ring af dyr

Dyreforsegstilsynet Stationsparken 31 2600 Glostrup Tif.:+45 72 27 69 00 MAIL: dyreforsoegstilsynet @fvst.dk
WEB:www.dyreforsoegstilsynet.dk



Gebyret for denne tilladelse udger i alt
5.000 kr. og efterfglgende 1.000 kr. om &ret

Der vil fra @konomistyrelsens Service Center (@SC) blive fremsendt et indbetalingskort, som bedes be-
nyttet ved indbetalingen. Sifremt anden indbetalingsform anvendes, bedes sagsnummer 2013-15-2934-
00776 anfgrt.

Opkravning af gebyret sker i henhold til bekendtggrelse om betaling af gebyr for tilladelse til dyrefor-
spg? og efter § 2, stk. 1, i lov om Kloning og genmodificering af dyr m.v., jf. § 15, stk. 1, i lov om dyre-
forsgg.

Forsggsdyrsveteringer

Dyreforsggstilsynet har underrettet den tilsynsfgrende forsggsdyrsveteriner om denne tilladelse, jf. § 35
i bekendtggrelse om forsggsdyrs pasning og opstaldning?.

Med venlig hilsen

f. Christian Lundblad

;&,/4. d

Leif R. Lund

* Fgdevareministeriets bekendtggrelse nr. 715 af 1. august 1994 om betaling af gebyr for tilladelse til dyreforsag
5 Fpdevareministeriets bekendtggrelse nr. 997 af 16. august 2010 om forsggsdyrs pasning og opstaldning.
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Sag nr.: 2013-15-2934-00784

Dyreforsagstilsynet

Digital indberetning og ansagning

Ny forsegsdyrstilladelse 2013 - Jacob Jelsing

Status for ansogning: Godkendt (8. marts 2013)

Den samlede anspgning indeholder:

Afsnit A

Afsnit B

Oprettede Afsnit C-skemaer:
C1
C2
C3
C4

Dprettede Afsnit D-Skemaer:

Oprettede Afsnit E-Skemaer:

Oprettede Afsnit F-Skemaer:

Jprettede Afsnit G-Skemaer:

-~
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skemaer for onkologiske undersogelser:

lilag: Beskrivelse:




DYREFORS@GGSTILSYNET

ANSOGNING OM

Siationsparken 31 TILLADELSE TIL AT FORETAGE DYREFORSOG
Telefon'o;22$ 6900 i medfer af lov om dyreforseg, jfr. lovbekendtgerelse nr.
E mail: dyreforsoegstilsynet@fvst.dk 726 af 9. september 1993 som =ndret ved lov nr. 1081 af
Hjemmeside: www.dyreforsoegstilsynet.dk 20. december 1995

Ny forsegsdyrstilladelse 2013 Sag nr.: 2013—15-2934-00784

(udfyldes af Dyreforsegstilsynet)

Afsnit A: OPLYSNINGER OM ANSGGEREN

Navn
Ansegeren: Jacob Jelsing
Stilling
Biolog
Institution/virksomhed
Arbejdssted: Gubra

Adresse
Agern All¢ 1

Postnummer og By

2970 Hersholm
Telefon Fax
+45 3152 2652
E-mail
jacob@gubra.dk
Ansegerens uddannelse: Art: Arstal:
MSc, Biologi, Naturvideskablige Fakultet, Kebenhavns 2002
PhD, Sundhedsvidenskabelige Fakultet, Kebenhavn 2006

Vigtigste tidligere
anszttelser og supplerende
uddannelser, herunder
erfaring med dyreforseg

August 2002-marts 2006:

PhD studerende ved syndhedsvidenskabeligt fakultet, KU. Deltog aktivt i CNS operationer
af Goéttingen minipigs og Landrace grise.

Marts 2006—oktober 2008:

Ansat som sektionsleder i Rheoscience med forsegsdyrsarbejde indenfor rotter og mus.
Oktober 2008 CSO Gubra:

Egen dyreforsegstilladelse (2012—15-2934-00079). Ansvarlig for forsegsdyrsarbejde
indenfor rotter, hamstre og mus i firmaets egen dyrestald.

Deltagelse i kursus i
forssegsdyrskundskab:

. Ar Sted Varighed
<32 []Nej 2004 Kobenhavns Universitet 80 timer

Tidligere meddelt tilladelse
til dyreforseg:

. Seneste dato Jnar.
X]sa []Nej 11. november 2008 2012-15-2934-00079




Afsnit B: OPLYSNINGER OM FORSOGSSTED

Sag nr.: 2013—15-2934-00784
(udfyldes af Dyreforsegstilsynet)

Institution/virksomhed

Forsegssted: Gubra
Adressc
Agemn Allé 1
Postnummer og By
2970 Hersholm
Telefon Fax
+45 35283133
E mail
jacob@gubra.dk
Hvor pitenkes dyrene Dyrene opstaldes i Gubras egen forsegsdyrsstald pa ovennevnte adresse
opstaldet ?
Hvilket personale skal Dyrene passes af Gubras egne dyrepassere. Personalet er uddannet iht. § 3 i

passe dyrene, og hvilken
baggrund har dette herfor ?
(kontaktperson kan evt.
anferes)

Justitsministeriets bekendtgerelse nr. 1016 af 12. december 2001 om kvalifikationskrav til
personer, der beskzftiger sig med forsegsdyr.

Kort beskrivelse af, i

hvilket omfang andre
deltager i forsegenes

udferelse ?

De eksperimentelle procedurer vil blive udfert af de af Gubras eget personale, der har
bestdet et kursus i forsagskundskab svarende til kravene i § 2 i Justitsministeriets
bekendtgerelse nr. 1016 af 12. december 2001 om kvalifikationskrav til personer, der
beskeftiger sig med forsggsdyr. Alt under ledelse og tilsyn af anseger.

Hvilke foranstaltninger er
der truffet vedrerende
veterinzr radgivning og
behandling ?

Dyrene er under tilsyn af Gubras egen dyrlege, Philip Juul Pedersen, der ogsa yder
radgivning om forsegsdyrenes velferd og adferd jf. kapittel 8 § 35 i Justitsministeriets
bekendigerelse nr. 997 af 16. august 2010 om forsegsdyrs pasning og opstaldning og om
anvendelse af udryddelsestruede og vildtlevende dyr til forsog mv.

Dato

8. marts 2013

Ansegerens underskrift




DYREFORSOGSTILSYNET Sag nr.: 2013-15-2934—-00784
(udfyldes af Dyreforsogstilsynet)

Afsnit C—skema nr.C 1

Der skal anvendes et szt afsnit C skema for hver forsogstype/forsegsrakke

Beskriv forseget generelt: (Denne del af ansegningen skal kunne forstds af ikke fagfolk og skal omfatte: A) En beskrivelse af forsegets formal. B)
En redegerelse for, at tilsvarende viden kun kan opnés ved anvendelse af levende dyr (B1) og ikke kan opnas ved mindre belastende undersegelser
(B2) eller ved anvendelse af faerre dyr (B3). C) En kort redegerelse for antagelsen om, at forseget er til vasentlig gavn. D) En beskrivelse af
samtlige indgreb, der anskes foretaget pa dyrene, herunder en udferlig beskrivelse af den belastning, dyrene herved udsttes for.)

Kronisk doseringsstudie med ugentlige blodprever og MRI scanning

A) Det overordnede formal er at undersege teststoffers effekt pa indtagelse af foder og vand, samt teststoffers effekt pa
kropsvagt og sukkerstofskifte i rotter, guldhamstre og mus i forbindelse med mulige lzzgemiddelkandidater til behandling
af overveegt og stofskiftesygdomme som type—2 sukkersyge.

B1) Det er nedvendigt at anvende en dyremodel for at opné viden om teststoffers og mulige lzgemidlers virkning i en
intakt levende organisme. Denne viden fas ved et sammenspil mellem organer og hjerne og kan ikke opnas i en ikke
levende model.

B2) Belastningen af de beskrevne dyreforseg ma betragtes som verende af lettere karakter.
B3) Antallet af dyr vil til enhver tid vurderes og reduceres pa baggrund af statistiske analyser.

C) Forsegene kan vere til vesentligt gavn for udviklingen af nye lazgemidler til behandling af store folkesygdomme,
herunder fedme, type—2 sukkersyge (erhvervet insulin—resistens) samt hjerte—karsygdomme. Der er i de senere 4r sket en
markant stigning 1 udviklingen af fedme og felgesygdomme heraf. De praparater der aktuelt anvendes til behandling af
livsstilsbetingede sygdomme har ringe effekt og mange bivirkninger. Det vil derfor vare til stor gavn at forske indenfor
dette omrdde med henblik pé udvikling af nye effektive og sikre legemidler

D) Forsogene foregér ved at dyrene (mus, hamstre eller rotter) opstaldes parvis i almindelige bure der opfylder krav om
sterrelse og miljeberigelse. Eventuel brug af dyr som ikke accepterer artsfeller eller hvor pracise individuelle malinger pa
foder og vandindtag er pakrevet vil dyrene enkeltopstaldes i hele forsagsperioden (typisk kortvarigt 17 dage eller over
2-4 uger, men kan i meget sjldne tilfzlde vare i op til 8 uger). Dyrene har fri adgang til almindelig og/eller energirigt
foder. Det kan komme pa tale at fodre nogle dyr med en mere reduceret fodermangde. Dette kan gores som semi—faste
over en nat, hvor dyrene tilbydes 50% af deres normale fedeindtag eller i en periode op til 4 uger hvor dyrenes foder
reduceres (gennemsnitligt op til 40% nedsat kalorieindtag i forsegsperioden) for at slanke dyrene i forhold til en gruppe
der slankes pd en stofbehandling. Dyrene kan evt. placeres i et system der konstant monitorerer fode/drikkevandsindtag og
motorisk aktivitet elektronisk. Dyrene gar her i deres egne kasser, men spiser og drikker evt. via en kanal i burets side, der
er tilpasset dyrets sterrelse. Farmakologiske teststoffer i udvikling indenfor regulation af kropsvagt og blodglukose gives
til dyrene enten enten via munden i mavesakken med en sonde (peroralt), under huden (subkutant), i muskelvav
(intramuskulert), i blodbanen (intravenest) eller i bughulen (intraperitonealt). I nogle tilflde kan teststoffer enskes
doseret via en osmotisk minipumpe s& gentagne stik undgas. Pumpen placeres subkutant under anzstesi og efterfolgende
smertelindring, hvorved der frigives teststof kontinuerligt i optil 4 uger. Minipumpen frigiver teststoffet subkutant. En ny
pumpe kan om nedvendigt indlzgges for at vedligeholde eksponering af teststof. Behandlingen med teststof foregar typisk
enten kortvarigt (1-7 dage) eller over 2-4 uger, men kan i meget sjeldne tilfzlde vare i op til 8 uger. For at vurdere
teststoffers fordeling i dyrene kan det veere pakrevet at akut injicere et radioaktivt maerket teststof, eks. merket med
kulstof-14 eller calcium—45. Der er tale om indgift af radioaktivitet i ekstremt lave mengder ("spordoser"), som dermed
er uden strlebelasning for dyrene, til efterfalgende blodundersegelser eller billedanalyse .

Under behandlingsforlebet kan det vaere nedvendigt at udtage sma blodprever gentagende gange fra halespidsen eller
tungevenen (kun haleblod fra mus) uden bedgvelse. Blodpreverne anvendes til maling af relevante parametre, der kan
bidrage til bedemmelse af bestemte indholdsstoffer i blodet eller bestemmelse af teststofkoncentrationen.

For at vurdere teststoffers evne til at forbedre fedme—relaterede sygdomme vil det kunne komme pé tale undervejs eller til
slut i forseget at undersege dyrenes glucosetolerance (dyrenes evne til at optage og deponere sukker). Glucosetoierancen
vil blive vurderet ved enten at sprajte en steril glucose—oplesning ned i maven via en sonde gennem munden. Testen
indeberer at dyrene er let fastede natten over (50% af dagligt foderindtag). Efter sukkerindgift udtages lebende smi
blodprever (op til 10 stk) i lobet af maksimalt 5 timer. M&ngden af udtaget blod vil vare lille og indenfor det anbefalede.
Ved endt maling vil dyrene igen blive tilbudt foder.

Under behandlingsforlebet kan det vaere nodvendigt at MRI scanne dyrene op til en gang ugentligt, for at f3 et generelt
mal for kropssammensztning (fordeling af fedt og muskelvav). Dette vil afslere om teststoffer har den tilsigtede virkning,
Scanningen udferes ved at placere det vagne dyr 1 en perforeret plasticcylinder, hvor det fikseres skinsomt. Selve
scanningen tager op til 1 minut men ofte kortere.

Belastningen pé dyrene vurderes at vaere begranset til let ubehag og let smerte. Belastningen af opstaldningsforholdene
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ma betegnes som verende af let karakter. Smertevoldende indgreb som placering af minipumpe fortages under fuld
bedevelse og med efterfolgende og tilstreekkelig smertebehandling. Det additive ubehag i forbindelse med eventuel
enkeltopstaldning, semi—faste, bladprevetagning, MRI scanning samt eventuelle gentagne stik i forbindelse med dosering
vurderes at vare let, da der tages alle tilgengelige forholdsregler for at optimere forsegsdesign og derved minimere
belastningen.

De beskrevne indgreb er den maksimale indvirken pa dyr i denne type forseg. I langt de fleste forseg vil indgrebene vare
langt mere begrensede.

Skyldes forsegene krav fra myndighed, som led i godkendelse af stof eller produkt? E:l Ja Nej

- hvis "Ja", beskriv n®ermere:

Beskriv forsegets type, art og forleb, herunder de planlagte indgreb og pavirkning af organfunktioner:
(Der vedlagges evt. forspgsprotokol. Der angives og begrundes, hvorvidt de givne oplysninger skal hemmeligholdes.)

Oplysningerne skal ikke hemmeligholdes. De anvendte rotter, hamstre eller mus er enten normale udavlede eller indavlede
(ikke genmodificerede). Sidstnavnte repraesenterende dyremodeller for type—2 lignende diabetes og/eller fedme hos
mennesker. Udviklingen af mild type 2 diabetes og/eller fedme kan eventuelt enskes fremprovokeret/accelereret i rotter og
hamstre ved at tilbyde en energirig diat i op til 12 maneder (her er dyrene altid gruppeopstaldet). Dosering med teststoffer
kan vare fra dage op til 8 ugers varighed. Teststoffer doseres enten peroralt, subkutant, intramuskulzrt, intravenest eller
intraperitonealt. I nogle tilfzlde kan teststoffer anskes doseret via en osmotisk minipumpe sa gentagne stik undgas.
Pumpen placeres subkutant via et 1 cm snit der efterfelgende sutureres. Indgrebet foregar under anastesi og efterfalgende
smertelindring. Pumpen frigives teststof kontinuerligt i op til 4 uger. En ny pumpe kan om nedvendigt indlzgges for at
vedligeholde eksponering af teststof. Eventuel brug af dyr som ikke accepterer artsfzller eller hvor przcise individuelle
malinger pa foder og vandindtag er pakravet vil dyrene enkeltopstaldes i hele forsegsperioden (typisk kortvarigt 1-7 dage
eller over 2-4 uger, men kan i meget sjeldne tilfeelde vare i op til 8 uger). Under behandlingsforlebet kan det vaere
nedvendigt at udtage blodprever en eller flere gange fra halespidsen eller tungevenen (kun haleblod fra mus) uden
bedevelse under hensyntagen til dg anbefalede maksimale volumener (<10%). Punktering af tungevene foretages med
19-21G kanyle. Blodpreverne anvendes til méling af relevante parametre, der kan bidrage til bedemmelse af bestemte
analytter i blodet eller bestemmelse af teststofkoncentrationen (PK/PD). For at vurdere teststoffers evne til at forbedre
fedme-relaterede sygdomme vil det kunne komme pa tale undervejs eller til slut i forseget at undersege dyrenes glukose
tolerance ved en oral glukose test. Glukose tolerancen vil blive vurderet ved at give en steril glukose—oplesning med en
sonde gennem munden. Testen indebarer at dyrene er let fastede natten over (50% af dagligt foderindtag) eller fuld
fastede i op til 5 timer for sukkerindgift. Efter sukkerindgift udtages lebende sma blodprever i op til 5 timer (faste
tidspunkter fra en time for sukker gives til 4 timer efter). Belastningen ved disse malinger vil vare let til moderat og af
kort varighed. Mzngden af udtaget blod vil vere langt indenfor de acceptable grznser for maksimal blodvolumen der kan
udtages (<10%). Ved endt méling vil dyrene igen blive tilbudt foder. Under behandlingsforlebet kan det vere nadvendigt
at MRI scanne dyrene op til en gang ugentligt, for at f et mal for kropssammensetning. Dette vil afslere om teststoffer
har en virkning pa fedt og muskelmasse. Scanningen udfares ved at placere det vagne dyr i en perforeret plasticcylinder,
hvor det fikseres skdnsomt. Selve scanningen tager op til 1 minut men ofte kortere.

Belastningsgraden:

Ubehag et —beskriv:  Foder—induceret og/eller indavlet type—2 diabetes/fedme.
Sondedosering. Indlzggelse af osmotisk minipumpe under
bedavelse/smertelindring. Enkeltopstaldning (typisk kortvarigt 1-7 dage eller
over 2—4 uger, men kan i meget sjzldne tilfelde vare i op til 8 uger). Fiksering
under MRI scanning. Terst eller injektion med LiCl i forbindelse med
smagsaversionstest.

Lidelse Ingen —beskriv:  Det vurderes at forsegene ikke vil forrsage nogen form for lidelse,
da dyrene enten ikke udsattes for lidelsesvoldende indgreb eller altid vil vare
tilstreekkeligt smertedekkede.

Smerte et —beskriv:  Punktering af kar i halespidsen eller tungevene med lancet samt
IP/IV/IM dosering kan opleves som kortvarig smerte hos dyret.

Pévirket bevaegelsesfrihed D Ja Nej - hvis "Ja", beskriv:

Pifares varigt mén Ja D Nej — hvis "Ja", beskriv: Genetisk betinget eller foder—induceret fedme eller
type—2 diabetes i mild til moderat grad.

Belastningens varighed Kortvarigt Varighed § Uger
Aflives i bedevelsen (uden pd noget tidspunkt at veere vignet op efter forsegets indledning): I:I Ja Nej




*

Beskriv den anvendte anzstesi for hver dyreart:

Rotte, hamster, mus:
Inhalationsanestesi: Isofluran/O2 inhalation (2-4%).
Neuroleptanalgesi: Fentanyl 0,21;mg/kg SC, fluanisone 6,75 mg/kg SC, midazolam 3,375 mg/kg SC

Beskriv den pitenkte smertebehandling og anden lindrende behandling for hver dyreart:

Rotte, hamster, mus:
5 mg/kg Carprofen (Rimadyl) SC QD gives 3 dage i forbindelse med evt. placering af osmotiske minipumper.

Angiv de velfeerdsmeessige kriterier (humane endpoints) for afbrydelse af forseget for hver dyreart:

Rotte, hamster, mus: Primert en veterinar helhedsvurdering med fokus pa om dyret som helhed har normal
hydreringsgrad, urinproduktion, fzcesafgang, udseende, aktivitetsniveau og @delyst. Aflivning vil altid blive foretaget
umiddelbart ved vagttab >20% over kort tid (>30% i overvagtige dyr) eller ved manglende fodeindtag eller fecesafgang.
L alle tilfelde af lidelsesvoldende komplikationer til dosering med teststof aflives dyret straks.

Angiv aflivningsmetoden for hver dyreart:

Rotte, hamster, mus:

Overdosis pentobarbital eller CO2/02 inhalation.

Perfusionsfiksering hvis hjerne eller andre organer udtages til grundig histologisk undersogelse:

Neuroleptanalgesi (Fentanyl 0,21;mg/kg SC, fluanisone 6,75 mg/kg SC, midazolam 3,375 mg/kg SC) eller
pentobarbital+lidokain IP (50 mg/kg IP) efterfulgt af komplet afbledning ved opklipning af venstre hjertekammer og hgjre
forkammer og perfundering af blodbanen med fiksativ leveret med pumpe.

Beskriv pasningen af og tilsyn med dyrene, herunder swrlige foranstaltninger ved tilsyn:

Dyrene passes efter dyrestaldens forskrifter med minimum et dagligt tilsyn og dyrene vejes minimum 1 x ugentlig. Der
fores jeevnligt veterinzrt tilsyn med dyrene, ellers efter behov.

Dyreart og antal pr. ir:

(Der onskes en redegerelse for valget af dyreart. Safremt der patznkes anvendt genetisk modificerede dyr, skal der indgives serskilt ansagning
herom i henhold til lov om kloning og genmodificiering af dyr, mv. Ansegeren skal i s& fald anvende et G-skema for hver variant. Safremt der
patenkes anvendt klonede dyr, skal indgives szrskilt ansagning herom i henhold til lov om kloning og genmodificering af dyr mv. Anspgeren skal
154 fald anvende et F-skema for hver gruppe af klonede dyr.)

Rotter:
1000
Hamstre:
250
Mus:
500

Onsket varighed af tilladelsen til det beskrevne forseg angivet i antal r: 5
— begrund:

Denne forsegsprotokol er af generel betydning i udvzlgelsen og udviklingen af legemiddelkandidater og forudses derfor
at vaere vigtig 1 mange ar fremover

Der kan medsendes en redegorelse med begrundelse for, hvorfor ansegeren finder, at betingelserne i offentlighedslovens §§ 12 og 13 for at nzgte aktindsigt er tilstede.
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DYREFORS@GGSTILSYNET Sag nr.: 2013-15-2934-00784
(udfyldes af Dyreforsogstiluynet)

Afsnit C—skema nr.C 2

Der skal anvendes et sat afsnit C—skema for hver forsegstype/forsogsreekke

Beskriv forseget generelt: (Denne del af ansogningen skal kunne forstas af ikke fagfolk og skal omfatte: A) En beskrivelse af forsegets formal. B)
En redegerelse for, at tilsvarende viden kun kan opnas ved anvendelse af levende dyr (B1) og ikke kan opnis ved mindre belastende undersegelser
(B2) eller ved anvendelse af feerre dyr (B3). C) En kort redegerelse for antagelsen om, at forsaget er til viesentlig gavn. D) En beskrivelse af
samtlige indgreb, der enskes foretaget pa dyrene, herunder en udferlig beskrivelse af den belastning, dyrene herved udszttes for.)

Dosering af teststoffer i hjernens veskehulrum eller relevant hjerneregion

A) overordnede formél er at undersege teststoffers effekt pa indtagelse af foder og vand, samt teststoffers effekt pa
kropsvagt og sukkerstofskifte i rotter nar indgivet direkte i hjernen.

B1) Det er nedvendigt at anvende en dyremodel for at opné viden om teststoffers virkning i en intakt levende organisme.
Denne viden fas ved et sammenspil mellem organer og hjerne og kan ikke opnés i en ikke levende model.

B2) Belastningen af de beskrevne dyreforseg ma betragtes som varende af lettere karakter.
B3) Antallet af dyr vil til enhver tid vurderes og reduceres pa baggrund af statistiske analyser.

C) Forsegene kan vare til vasentligt gavn for udviklingen af nye leegemidler til behandling af store folkesygdomme,
herunder fedme, type—2 sukkersyge (erhvervet insulin—resistens) samt hjerte—karsygdomme. Der er i de senere ar sket en
markant stigning i udviklingen af fedme og felgesygdomme heraf. De praparater der aktuelt anvendes til behandling af
livsstilsbetingede sygdomme har ringe effekt og mange bivirkninger. Det vil derfor vare til stor gavn at forske indenfor
dette omrdde med henblik pa udvikling af nye effektive og sikre lagemidler.

D) Indleggelse af kanyle i hjernen ger det muligt at indgive teststoffer direkte og se isoleret pa stoffets effekt lokalt. Dette
gores enten ved at indlegge en guide—kanyle ind i et vaeskefyldt hulrum (ventrikel) i hjernen (dvs.
intracerebroventrikulert, ICV), eller direkte ind i en relevant hjerneregion (intracerebralt). Guide—kanylen inds=ttes i fuld
bedevelse og der opstartes antibiotika behandling og smertestillende behandling. Der laves et lille indsnit oven pa dyrets
hoved, hvorefter der bores et lille hul i kraniet og kanylen kan nu sattes ned i hjernens vaskehulrum eller i den relevante
hjemeregion. Dyrets hoved bliver fikseret via en lille metalstang med rund ende sat ind i hver heregang (stereotaktisk
holder) og kanylen fastgores med dental-cement til det omgivende knoglevav. Efterfolgende enkeltopstaldes dyrene og
deres adfeerd overvéges (typisk kortvarigt 1-7 dage eller over 2—4 uger, men kan i meget sjzldne tilfzlde vare i op til 8
uger). Guide—kanylen kan benyttes til manuel dosering af teststoffer eller tilkobles en eller to osmotiske minipumper, som
leverer en fast mangde stof i en periode op til 4 uger. Tilkobles osmotiske minipumper ilzgges disse under huden
samtidig med at guide-kanylen iswttes. Efter istning af guide—kanyle kan der foretages dosering med teststoffer.
Behandlingen med teststof foregér typisk enten kortvarigt (1-7 dage) eller over 2—4 uger, men kan i meget sjzldne
tilflde vare i op til 8 uger. Teststoffer doseres enten via munden i maveszkken med en sonde (peroralt), under huden
(subkutant), i muskelvaev (intramuskulart), i blodbanen (intravenest) eller i bughulen (intraperitonealt). Under
behandlingsforlabet kan det vaere nedvendigt at udtage blodprover gentagende gange fra halespidsen eller tungevenen
uden bedevelse. Blodprevemne anvendes til maling af relevante parametre, der kan bidrage til bedemmelse af bestemte
indholdsstoffer i blodet eller bestemmelse af teststofkoncentrationen. Dyrene kan evt. placeres i et system der konstant
monitorerer de parametre som udsendes af sensoren samt fade/drikkevandsindtag og motorisk aktivitet elektronisk.
Dyrene gér i deres egne kasser, men spiser og drikker evt. via en kanal i burets side, der er tilpasset dyrets starrelse. For at
vurdere teststoffers evne til at forbedre fedme—relaterede sygdomme vil det kunne komme pa tale undervejs eller til slut i
forseget at undersgge dyrenes glucosetolerance (dyrenes evne til at optage og deponere sukker). Glucosetolerancen vil
blive vurderet ved enten at sprajte en steril glucose—oplesning ned i maven via en sonde gennem munden. Testen
indeberer at dyrene er let fastede natten over (50% af dagligt foderindtag). Efter sukkerindgift udtages lebende sma
blodprever (op til 10 stk) i lebet af maksimalt 5 timer. Mzngden af udtaget blod vil vere lille og indenfor det anbefalede.
Ved endt méling vil dyrene igen blive tilbudt foder. Under behandlingsforlebet kan det vare nedvendigt at MRI scanne
dyrene op til en gang ugentligt, for at fa et generelt mal for kropssammensetning (fordeling af fedt og muskelvav). Dette
vil afslere om teststoffer har den tilsigtede virkning. Scanningen udferes ved at placere det vigne dyr i en perforeret
plasticcylinder, hvor det fikseres skansomt. Selve scanningen tager op til 1 minut men ofte kortere. Belastningen pa dyrene
vurderes at vare begranset til let ubehag og let smerte. Smertevoldende indgreb som placering af guide—kanyle og evt
minipumpe fortages under fuld bedevelse og med efterfolgende og tilstrekkelig smertebehandling. Det additive ubehag i
forbindelse med enkeltopstaldning, faste, torst, blodprevetagning, MRI scanning samt eventuelle gentagne stik i
forbindelse med dosering vurderes at vare let, da der tages alle tilgaengelige forholdsregler for at optimere forsggsdesign
0og derved minimere belastningen. De beskrevne indgreb er den maksimale indvirken pa dyr i denne type forsog. I langt de
fleste forspg vil indgrebene vere langt mere begrensede.

Skyldes forsegene krav fra myndighed, som led i godkendelse af stof eller produkt? D Ja Nej

— hvis "Ja", beskriv neermere:




Beskriv forsegets type, art og forleb, herunder de planlagte indgreb og pivirkning af organfunktioner:
(Der vedlzgges evt. forsegsprotokol. Der angives og begrundes, hvorvidt de givne oplysninger skal hemmeligholdes.)

Oplysningerne skal ikke hemmeligholdes. De anvendte rotter er normale udavlede eller indavlede (ikke genmodificerede).
Sidstnavnte representerende dyremodeller for type—2 lignende diabetes og/eller fedme hos mennesker. Udviklingen af
mild type 2 diabetes og/eller fedme kan eventuelt enskes fremprovokeret/accelereret ved at tilbyde en energirig dizt i op
til 12 méneder.

Intracerebral injektionskanyle: Rotten ligges i anzestesi og doseres med 0.1 mg/kg atropin, gjensalve, antibiotikaprofylakse
(enrofloxacin 10 mg/kg/dag subcutant) samt smertelindrende. Herefter klippes rotten pa hovedet og huden desinficeres
med chlorhexidin. En 3 cm incision ligges oven pé kraniet. Herefter placeres rotten i en stereotaktisk ramme og et hul
udbores (0,5 cm i diameter) i kraniet. Herigennem placeres guide—kanylen. Efter guide—kanylen er placeret lukkes kraniet
med dental-cement og huden sutureres. Dyrene opstaldes efterfalgende enkeltvis i miljgberigede bure af hensyn til
bevarelse af intakte ICV katetre (typisk kortvarigt 1—7 dage eller over 2—4 uger, men kan i meget sjzldne tilfzlde vare i
op til 8 uger). To dages postoperativ smertebehandling, Dyrene tilses dagligt og vejes for at folge deres trivsel. Dosering
med teststoffer kan vare fra dage op til 8 ugers varighed. Teststoffer doseres enten ICV, peroralt, subkutant,
intramuskulert, intravengst eller intraperitonealt. Behandlingen med teststof foregar typisk over enten 1—7 dage eller 3—5
uger, men kan i meget sjeldne tilfalde vare i op til 8 uger. Under behandlingsforlebet kan det vere nedvendigt at udtage
blodprever gentagende gange fra halespidsen eller tungevenen uden bedevelse. Punktering af tungevene foretages med
19-21G kanyle. Blodpreverne anvendes til méling af relevante parametre, der kan bidrage til bedemmelse af bestemte
analytter i blodet eller bestemmelse af teststofkoncentrationen (PK/PD). For at vurdere teststoffers evne til at forbedre
fedme-—relaterede sygdomme vil det kunne komme pé tale undervejs eller til slut i forsgget at undersege dyrenes glukose
tolerance ved en oral glukose test. Glukose tolerancen vil blive vurderet ved at give en steril glukose—oplesning med en
sonde gennem munden. Testen indebaerer at dyrene er let fastede natten over (50% af dagligt foderindtag) eller fuld
fastede i op til 5 timer for sukkerindgift. Efter sukkerindgift udtages lobende sma blodprever i op til 5 timer (faste
tidspunkter fra en time for sukker gives til 4 timer efter). Belastningen ved disse malinger vil vare let til moderat og af
kort varighed. M®ngden af udtaget blod vil vare langt indenfor de acceptable granser for maksimal blodvolumen der kan
udtages (

Belastningsgraden:

Ubehag I et —beskriv: Der er let ubehag i forbindelse med injektionerne. Dyrene
fastholdes under administrationen af stof via guide—kanylen for at sikre at
dyrene ikke kommer til skade hvilket kan opleves stressende for dyret. Dette
imedegds med treening og tilveenning til det eksperimentelle paradigme.
Foder—induceret og/eller indavlet type—2 diabetes/fedme. Enkeltopstaldning
(typisk kortvarigt 1-7 dage eller over 2—4 uger, men kan i meget sjeldne
tilfaelde vare i op til 8 uger). 50% faste. Sondedosering. Fiksering under MRI
scanning.

Lidelse Ingen —beskriv: Det vurderes at forsegene ikke vil forirsage nogen form for lidelse,
da dyrene enten ikke udsettes for lidelsesvoldende indgreb eller altid vil veere
tilstreekkeligt smertedekkede.

Smerte [ et —beskriv: Guide—kanyle placering og evt. indleggelse af osmotisk
minipumpe under bedevelse/smertelindring. Evt. punktering af kar i
halespidsen eller tungevene med lancet samt IP/IV/IM dosering kan opleves
som kortvarig smerte hos dyret.

Pavirket bevagelsesfrihed D Ja Nej  —hvis "Ja", beskriv:

Péferes varigt mén Ja I____] Nej —hvis "Ja", beskriv: Placering af guide—kanyle er permanent. Genetisk
betinget eller foder—induceret fedme eller type—2 diabetes i mild til moderat
grad.

Belastningens varighed Kortvarigt Varighed § Uger

Aflives i bedevelsen (uden pa noget tidspunkt at vaere vignet op efter forsegets indledning): D Ja Nej

Beskriv den anvendte an®stesi for hver dyreart:

Rotte:Inhalationsanastesi: Isofluran/O2 inhalation (2—4%).Neuroleptanalgesi: Fentanyl 0,21;mg/kg SC, fluanisone 6,75
mg/kg SC, midazolam 3,375 mg/kg SC

Beskriv den pitznkte smertebehandling og anden lindrende behandling for hver dyreart:

Rotte:
5 mg/kg Carprofen (Rimadyl) SC QD gives 3 dage.




Angiv de velferdsmessige kriterier (humane endpoints) for afbrydelse af forseget for hver dyreart:

Rotte: Primert en veteriner helhedsvurdering med fokus pa om dyret som helhed har normal hydreringsgrad,
urinproduktion, feecesafgang, udseende, aktivitetsniveau og &delyst. Aflivning vil altid blive foretaget umiddelbart ved
vagttab >20% over kort tid (>30% i overveegtige dyr) eller ved manglende fodeindtag eller feecesafgang. I alle tilfzlde af
lidelsesvoldende komplikationer til dosering med teststof aflives dyret straks.

Angiv aflivningsmetoden for hver dyreart:

Rotte:

Overdosis pentobarbital eller CO2/02 inhalation.

Perfusionsfiksering hvis hjerne eller andre organer udtages til grundig histologisk undersegelse:

Neuroleptanalgesi (Fentanyl 0,2 1;mg/kg SC, fluanisone 6,75 mg/kg SC, midazolam 3,375 mg/kg SC) eller
pentobarbital+lidokain IP (50 mg/kg IP) efterfulgt af komplet afbledning ved opklipning af venstre hjertekammer og hejre
forkammer og perfundering af blodbanen med fiksativ leveret med pumpe.

Beskriv pasningen af og tilsyn med dyrene, herunder serlige foranstaltninger ved tilsyn:

Hos alle opererede dyr fores skarpet observation, serligt i den forste uge efter operation. I den ferste uge vejes dyrene
dagligt og vurderes mindst 3 gange dagligt af erfarent personale. Dyrene vil ogsa jevnligt blive vurderet af veteriner,
hvilket vil ske i alle tilfelde, hvor personale har mistanke om komplikationer eller betydende smerter trods behandling

Dyreart og antal pr. dr:

(Der enskes en redegorelse for valget af dyreart. Sifremt der pitznkes anvendt genetisk modificerede dyr, skal der indgives s@rskilt ansegning
herom i henhold til lov om kloning og genmodificiering af dyr, mv. Ansegeren skal i sa fald anvende et G—skema for hver variant. Séfremt der
patenkes anvendt klonede dyr, skal indgives serskilt ansegning herom i henhold til lov om kloning og genmodificering af dyr mv. Ansageren skal
154 fald anvende et F-skema for hver gruppe af klonede dyr.)

Rotter:
500

Onsket varighed af tilladelsen til det beskrevne forseg angivet i antal &r: 5§
— begrund:

Denne forsegsprotokol er af generel betydning i udvalgelsen og udviklingen af leegemiddelkandidater og forudses derfor
at vaere vigtig 1 mange ar fremover. Virksomheden forventes at vaere kontinuerligt involveret i arbejde af denne karakter.

Der kan medscndes en redegorelse med begrundelse for, hvorfor ansageren finder, at betingelserne i offentlighedslovens §§ 12 og 13 for at nagte aktindsigt er tilstede.
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DYREFORSOGSTILSYNET Sag nr.: 2013-15-2934-00784
(udfyldes af Dyreforsegstilsynet)

Afsnit C—skema nr.C 3

Der skal anvendes et szt afsnit C-skema for hver forspgstype/forsagsrekke

Beskriv forseget generelt: (Denne del af ansagningen skal kunne forstés af ikke fagfolk og skal omfatte: A) En beskrivelse af forsogets formal. B)
En redegerelse for, at tilsvarende viden kun kan opnis ved anvendelse af levende dyr (B1) og ikke kan opnis ved mindre belastende undersogelser
(B2) eller ved anvendelse af fierre dyr (B3). C) En kort redegerelse for antagelsen om, at forsoget er til vaesentlig gavn. D) En beskrivelse af
samtlige indgreb, der enskes foretaget pa dyrene, herunder en udferlig beskrivelse af den belastning, dyrene herved udsattes for.)

Trédles monitorering af kropstemperatur, blodtryk og hjertefrekvens samt bevagelses aktivitet

A) Det overordnede formal er at undersoge teststoffers effekt pa hjertefunktion (hjertefrekvens, blodtryk),
kropstemperatur, indtagelse af fede, vand og motorisk aktivitet, samt teststoffers effekt pa sukkerstofskifte i rotter.

B1) Det er nedvendigt at anvende en dyremodel for at opna viden om teststoffers virkning i en intakt levende organisme.
Denne viden fas ved et sammenspil mellem organer og hjerne og kan ikke opnis i en ikke levende model.

B2) Belastningen af de beskrevne dyreforseg ma betragtes som varende af lettere karakter.
B3) Antallet af dyr vil til enhver tid vurderes og reduceres pé baggrund af statistiske analyser.

C) Forsegene kan vere til vesentligt gavn for udviklingen af nye leegemidler til behandling af store folkesygdomme,
herunder fedme, type—2 sukkersyge (erhvervet insulin-resistens) samt hjerte~karsygdomme. Der er i de senere &r sket en
markant stigning i udviklingen af fedme og falgesygdomme heraf. De preparater der aktuelt anvendes til behandling af
livsstilsbetingede sygdomme har ringe effekt og mange bivirkninger. Det vil derfor vere til stor gavn at forske indenfor
dette omrade med henblik pa udvikling af nye effektive og sikre legemidler.

D) Indleggelse af en telemetriske sensor (méleapparat der tridlest sender data via en radiofrekvens) ger det muligt
samtidigt at monitorere teststoffers effekt pa hjertefunktion (hjertefrekvens, blodtryk) og kropstemperatur. Sensoren
indsattes i fuld bedevelse og der opstartes antibiotika behandling og smertestillende behandling. Der laves et lille indsnit i
bugen og sensoren fstnes til bugvaeggen med to sting. Gnskes det at monitorer hjertefrekvens fores to tynde ledninger
under huden til brystkassen. @nskes det at monitorere blodtryk placeres et lille kateter i et blodkar i bugen. Termometer er
indbygget i sensoren. Her efter skal dyrene enkeltopstaldes mens operationssaret heler, men dyrene kan efter ca. en uge
gruppeopstaldes, hvis de ikke direkte indgir i telemetriferseg. I den post-operative fase behandles dyrene med
smertelindrende morfika samt med profylaktisk anti-inflammatorisk og antibiotika i 3 dage. Ved telemetriforsog placeres
dyrene enkeltvis i et system der konstant monitorerer de parametre som udsendes af sensoren samt fade/drikkevandsindtag
og motorisk aktivitet elektronisk (typisk kortvarigt 1-7 dage eller over 2-4 uger, men kan i meget sjzldne tilfzlde vare i
op til 12 uger). Dyrene gér i deres egne kasser, men spiser og drikker evt. via en kanal i burets side, der er tilpasset dyrets
sterrelse. Dyrene kan her monitoreres over lengere tid (op til 12 uger) og tilbydes enten normal eller kalorierig dizt
(overveegtige rotter) sdledes de kan treffe et valg. Efter is@tning af den telemetriske sensor kan der foretages dosering med
teststoffer. Behandlingen med teststof foregar typisk enten kortvarigt (1-7 dage) eller over 2—4 uger, men kan i meget
sjldne tilfelde vare i op til 12 uger.Teststoffer doseres enten via munden i maveszkken med en sonde (peroralt), under
huden (subkutant), i muskelveev (intramuskulert), i blodbanen (intravenest) eller i bughulen (intraperitonealt). I specielle
tilfelde kan teststoffer enskes doseret via en osmotisk minipumpe s gentagne stik undgés. Pumpen placeres subkutant
under an@stesi og efterfolgende smertelindring, hvorved der frigives teststof kontinuerligt i optil 4 uger. Minipumpen
frigiver teststoffet subkutant. En ny pumpe kan om nedvendigt indlegges for at vedligeholde eksponering af teststof.
Under behandlingsforlgbet kan det vare nedvendigt at udtage blodprever gentagende gange fra halespidsen eller
tungevenen uden bedevelse. Blodpraverne anvendes til mling af relevante parametre, der kan bidrage til bedemmelse af
bestemte indholdsstoffer i blodet eller bestemmelse af teststofkoncentrationen.

For at vurdere teststoffers evne til at forbedre fedme—relaterede sygdomme vil det kunne komme pa tale undervejs eller til
slut i forseget at undersoge dyrenes glucosetolerance (dyrenes evne til at optage og deponere sukker). Glucosetolerancen
vil blive vurderet ved enten at sprajte en steril glucose—oplesning ned i maven via en sonde gennem munden. Testen
indebzrer at dyrene er let fastede natten over (50% af dagligt foderindtag). Efter sukkerindgift udtages lebende sma
blodpraver (op til 10 stk) i labet af maksimalt 5 timer. Mengden af udtaget blod vil vare lille og indenfor det anbefalede.
Ved endt maling vil dyrene igen blive tilbudt foder.

Der ansoges om tilladelse til at beholde dyr i op til 12 maneder (forventet batteri-levetid for telemetriske sensorer) efter
isetning af sensorer under hensyntagen til de humane endepunkter beskrevet andetsteds. Belastningen pa dyrene vurderes
at vere begraenset til let ubehag og let smerte. Smertevoldende indgreb som placering af telemetriske sensorer og evt
minipumpe fortages under fuld bedevelse og med efterfolgende og tilstrekkelig smertebehandling. Det additive ubehag i
forbindelse med enkeltopstaldning, faste, blodprevetagning, MRI scanning samt eventuelle gentagne stik i forbindelse
med dosering vurderes at vere let, da der tages alle tilgzengelige forholdsregler for at optimere forsegsdesign og derved
minimere belastningen. De beskrevne indgreb er den maksimale indvirken pa dyr i denne type forsgg. I langt de fleste
forseg vil indgrebene vere langt mere begrensede.




Skyldes forsegene krav fra myndighed, som led i godkendelse af stof eller produkt? D Ja Nej

= hvis "Ja", beskriv n®ermere:

Beskriv forsegets type, art og forleb, herunder de planlagte indgreb og pivirkning af organfunktioner:
(Der vedlzgges evt. forsggsprotokol. Der angives og begrundes, hvorvidt de givne oplysninger skal hemmeligholdes.)

Oplysningerne skal ikke hemmeligholdes. De anvendte rotter er enten normale udavlede eller indavlede (ikke
genmodificerede). Sidstnavnte representerende dyremodeller for type—2 lignende diabetes og/eller fedme hos mennesker.
Udviklingen af mild type 2 diabetes og/eller fedme kan eventuelt gnskes fremprovokeret/accelereret ved at tilbyde en
energirig dit i op til 12 maneder. Isztning af telemetriske sensorer: Rotten ligges i anzstesi og doseres med 0.1 m
atropine, gjensalve, antibiotikaprofylakse (enrofloxacin 10 mg/kg/dag subcutant) samt smertelindrende. Herefter klippes
rotten og huden desinficeres med chlorhexidin. En 5 cm incision ligges i linea alba. @nskes det at monitorere blodtryk
blotlegges den venstre illiolumbare forgrening af aorta og trykkateteret placeres i denne. Skal der monitoreres
hjertefrekvens fores de to sensorer subcutant til brystkassen. Sensoren festnes med to suturer til den hgjre bugvaeg og
operationssdret lukkes. Dyrene opstaldes efterfalgende enkeltvis i miljeberigede bure i en uge medens operationssaret
heler. To dages postoperativ smertebehandling. Dyrene tilses dagligt og vejes for at falge deres trivsel. Ved
telemetriforseg opstaldes dyrene enkeltvis (typisk kortvarigt 1~7 dage eller over 2—4 uger, men kan i meget sjeldne
tilfelde vare i op til 12 uger). Samtidig dosering med teststoffer kan vare fra dage op til 12 ugers varighed. Teststoffer
doseres enten peroralt, subkutant, intramuskulert, intravenest eller intraperitonealt. I nogle tilfelde kan teststoffer enskes
doseret via en osmotisk minipumpe s gentagne stik undgds. Pumpen placeres subkutant via et 1 cm snit der efterfalgende
sutureres. Indgrebet foregdr under anzstesi og efterfalgende smertelindring. Pumpen frigives teststof kontinuerligt i op til
4 uger. En ny pumpe kan om nedvendigt indlzgges for at vedligeholde eksponering af teststof. Under behandlingsforlebet
kan det vare nedvendigt at udtage blodprever gentagende gange fra halespidsen eller tungevenen uden bedgvelse.
Punktering af tungevene foretages med 19-21G kanyle. Blodpraverne anvendes til maling af relevante parametre, der kan
bidrage til bedemmelse af bestemte analytter i blodet eller bestemmelse af teststofkoncentrationen (PK/PD). For at vurdere
teststoffers evne til at forbedre fedme-relaterede sygdomme vil det kunne komme pa tale undervejs eller til slut i forseget
at undersege dyrenes glukose tolerance ved en oral glukose test. Glukose tolerancen vil blive vurderet ved at give en steril
glukose—oplesning med en sonde gennem munden. Testen indebzrer at dyrene er let fastede natten over (50% af dagligt
foderindtag) eller fuld fastede i op til 5 timer for sukkerindgift. Efter sukkerindgift udtages lobende sma blodprever i op til
5 timer (faste tidspunkter fra en time for sukker gives til 4 timer efter). Belastningen ved disse malinger vil vare let til
moderat og af kort varighed. Mngden af udtaget blod vil vere langt indenfor de acceptable granser for maksimal
blodvolumen der kan udtages (<10%). Ved endt maling vil dyrene igen blive tilbudt foder.

Belastningsgraden:

Ubehag L et —beskriv:  Foder—induceret og/eller indavlet type—2 diabetes/fedme.
Sondedosering. Enkeltopstaldning (typisk kortvarigt 1-7 dage eller over 2—4
uger, men kan i meget sjzldne tilfelde vare i op til 12 uger). Evt. 50% faste.
Fiksering under MRI scanning.

Lidelse Ingen —beskriv:  Det vurderes at forsegene ikke vil forrsage nogen form for lidelse,
da dyrzne enten ikke udsettes for lidelsesvoldende indgreb eller altid vil vaere
tilstreekkeligt smertedakkede.

Smerte [ et ~beskriv:  Sensorplacering og evt. indleeggelse af osmotisk minipumpe under

bedevelse/smertelindring. Evt. punktering af kar i halespidsen eller tungevene
med lancet samt IP/IV/IM dosering kan opleves som kortvarig smerte hos
dyret.

Pavirket bevaegelsesfrihed D Ja Nej  —hvis "Ja", beskriv:

Pifores varigt mén Ja I:I Nej ~ hvis "Ja", beskriv: Placering af telemetriske sensorer er permanent.
Genetisk betinget eller foder—induceret fedme eller type—2 diabetes i mild til
moderat grad.

Belastningens varighed Kortvarigt Varighed 12 Maneder
Aflives i bedevelsen (uden pi noget tidspunkt at veere vignet op efter forsegets indledning): D Ja Nej

Beskriv den anvendte anzstesi for hver dyreart:

Rotte:
Inhalationsanastesi: Isofluran/O2 inhalation (2—4%).

Beskriv den pitenkte smertebehandling og anden lindrende behandling for hver dyreart:

Rotte:
5 mg/kg Carprofen (Rimadyl) SC QD gives 3 dage.
5 mg/kg Carprofen (Rimadyl) SC QD gives 3 dage i forbindelse med evt. placering af osmotiske minipumper.




Angiv de velferdsmassige kriterier (humane endpoints) for afbrydelse af forseget for hver dyreart:

Rotte: Primert en veterinar helhedsvurdering med fokus pa om dyret som helhed har normal hydreringsgrad,
urinproduktion, fecesafgang, udseende, aktivitetsniveau og @delyst. Aflivning vil altid blive foretaget umiddelbart ved
vaegttab >20% over kort tid (>30% i overvagtige dyr) eller ved manglende fodeindtag eller fecesafgang. I alle tilfelde af
lidelsesvoldende komplikationer til dosering med :eststof aflives dyret straks.

Angiv aflivningsmetoden for hver dyreart:

Rotte:

Overdosis pentobarbital eller CO2/02 inhalation.

Perfusionsfiksering hvis hjerne eller andre organer udtages til grundig histologisk underspgelse:

Neuroleptanalgesi (Fentanyl 0,21;mg/kg SC, fluanisone 6,75 mg/kg SC, midazolam 3,375 mg/kg SC) eller
pentobarbital+lidokain IP (50 mg/kg IP) efterfulgt af komplet afbledning ved opklipning af venstre hjertekammer og hejre
forkammer og perfundering af blodbanen med fiksativ leveret med pumpe.

Beskriv pasningen af og tilsyn med dyrene, herunder szrlige foranstaltninger ved tilsyn:

Hos alle opererede dyr fares skeerpet observation, szrligt i den forste uge efter operation. I den forste uge vejes dyrene
dagligt og vurderes mindst 3 gange dagligt af erfarent personale. Dyrene vil ogsé jevnligt blive vurderet af veterinar,
hvilket vil ske i alle tilfelde, hvor personale har mistanke om komplikationer eller betydende smerter trods behandling

Dyreart og antal pr. ar:

(Der enskes en redegorelse for valget af dyreart. Safremt der pateenkes anvendt genetisk modificerede dyr, skal der indgives serskilt ansegning
herom i henhold til lov om kloning og genmodificiering af dyr, mv. Ansageren skal i si fald anvende et G-skema for hver variant. Safremt der
patznkes anvendt klonede dyr, skal indgives szrskilt ansegning herom i henhold til lov om kloning og genmodificering af dyr mv. Ansageren skal
154 fald anvende et F-skema for hver gruppe af klonede dyr.)

Rotter:
50

Onsket varighed af tilladelsen til det beskrevne forseg angivet i antal 4r: 5
- begrund:

Denne forsegsprotokol er af generel betydning i udvalgelsen og udviklingen af legemiddelkandidater og forudses derfor
at veere vigtig i mange ar fremover. Virksomheden forventes at vare kontinuerligt involveret i arbejde af denne karakter.

Der kan medsendes en redegerclse med begrundelse for, hvorfor ansogeren finder, at betingelserne i offentlighedslovens §§ 12 og 13 for at nzgte aktindsigt er tilstede.
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DYREFORSOGSTILSYNET Sag nr.: 2013—-15-2934-00784
(udfyldes af Dyreforsegstilsynet)

Afsnit C—skema nr.C 4

Der skal anvendes et set afsnit C-skema for hver forsegstype/forsegsrekke

Beskriv forseget generelt: (Denne del af ansegningen skal kunne forstas af ikke fagfolk og skal omfatte: A) En beskrivelse af forsagets formal. B)
En redegerelse for, at tilsvarende viden kun kan opnis ved anvendelse af levende dyr (B1) og ikke kan opnds ved mindre belastende undersegelser
(B2) eller ved anvendelse af ferre dyr (B3). C) En kort redegerelse for antagelsen om, at forseget er til vasentlig gavn. D) En beskrivelse af
samtlige indgreb, der onskes foretaget pa dyrene, herunder en udforlig beskrivelse af den belastning, dyrene herved udsattes for.)

Glukose clamp i rotter

A) Det overordnede formal er at studere og kontrollere forandringer i blodsukker (glukose)—niveauet, ved enten at etablere
et lavt, normalt eller forhejet blodsukker—niveau i rotter. Herved kan teststoffers effekt pa insulin folsomhed underseges
kvantitativt i rotter, give et mal for hvor godt dyret omsztter glukose, og hvor stor en felsomhed det har for insulin.
Samtidig er der mulighed for at teste behandlinger mod akut livstruende nedsat blodsukker og anvende mekaniske
glukose—sensorer til bestemmelse af glukoseniveauer i modellen.

B1) Det er ngdvendigt at anvende en dyremodel for at opné viden om teststoffers virkning i en intakt levende organisme.
Omsatningen af blodsukker, insulin—sekretion og insulin felsomhed er et resultat af et sammenspil mellem mange organer
og hjernen, og denne viden kan kan ikke opnas i en ikke—levende model eller simuleres.

B2) Glukose clamp betragtes som den bedste test af blodsukker—omsatning, insulin—sekretion og insulin falsomhed i bade
mennesker og dyr og benyttes derfor hyppigt. Der er ingen alternative eller mindre belastende protokoller eller
behandlinger, som ville kunne bruges til at beskrive insulinfelsomhed. Belastningen af de beskrevne dyreforseg ma
betragtes som varende af lettere karakter.

B3) Antallet af dyr vil til enhver tid vurderes og reduceres pa baggrund af statistiske analyser.

C) Forseg med hyperinsulinemisk euglykemisk clamp (bevarelse af normalt blodsukker under indgift af insulin) kan vare
til vaesentligt gavn for udviklingen af nye leegemidler til behandling af store folkesygdomme, herunder fedme, type—2
sukkersyge (erhvervet insulin—resistens) samt hjerte—karsygdomme. Der er i de senere ar sket en markant stigning i
udviklingen af fedme og felgesygdomme heraf. De praeparater der aktuelt anvendes til behandling af livsstilsbetingede
sygdomme har ringe effekt og mange bivirkninger. Det vil derfor vere til stor gavn at forske indenfor dette omride med
henblik pa udvikling af nye effektive og sikre lzgemidler. Desuden kan der anvendes hypoglykemisk clamp (konstant
senket blodsukker), som vil gere det muligt at teste sdkaldte rednings—kits til akut insulin—induceret livstruende lavt
blodsukker hos type 1 diabetikere. Sluttelig kan der ogsa anvendes hyperglykemisk clamp (konstant forhgjet blodsukker)
som giver mulighed for at teste nyudviklede beerbare glukose—sensorer og insulinpumper, som i dag udleveres til alle type
1 diabetiske bern og gravide. Disse sensorer er blevet s smé (< 5*5*1 cm og

D) Dyrene opstaldes i bure der opfylder krav om sterrelse og miljeberigelse. Forud for hyperinsulinemisk
normoglykemisk clamp forseg kan der foretages dosering med teststoffer for at vurdere om det pigzldende teststof har
effekt pa glukoseomsztning, insulin—sekretion og insulin felsomhed i rotten. Behandlingen med teststof foregar typisk
enten kortvarigt (1-7 dage) eller over 2—4 uger, men kan i meget sjeldne tilfeelde vare i op til 8 uger. Teststoffer doseres
enten gennem munden med en sonde, under huden, i muskelvav, i blodbanen eller i bughulen. I nogle tilfzlde kan
teststoffer enskes doseret via en osmotisk minipumpe s& gentagne stik undgés. Pumpen placeres subkutant under an®stesi
og efterfelgende smertelindring, hvorved der frigives teststof kontinuerligt i optil 4 uger. Minipumpen frigiver teststoffet
subkutant. En ny pumpe kan om nedvendigt indleegges for at vedligeholde eksponering af teststof. Under dette
behandlingsforleb kan det vaere nedvendigt at udtage mindre blodpraver fra halespidsen eller tungevenen pa vagne dyr,
som anvendes til maling af relevante analytter, der kan bidrage til bedemmelse af bestemte indholdsstoffer i blodet eller
bestemmelse af teststofkoncentrationen. Glukose clamp laves pa vagne rotter. Ved hjelp af denne metode er det muligt at
regulere blodsukker—koncentrationen og ydermere kvantitativt bestemme insulinfolsomheden i rotter. Insulinfolsomheden
bestemmes ved den glukose—infusionsrate der kreves under konstant insulin—infusion for at opretholde
blodsukker—niveauet i normalomradet (ca. 5 mmol/L). En uge inden clampen gennemgér rotten en mindre operation under
fuld bedevelse, hvor der indlzgges kateter i vena jugularis og arterie carotis pa halsen, og den abne ende af kateteret fores
ud gennem nakkehuden. Her efter skal dyrene enkeltopstaldes for at bevare katetrene intakte (dette kan have en varighed
op til 4 uger, som typisk er den lzngste periode et kateter kan forventes at fungere). I den post—operative fase behandles
dyrene med smertelindrende morfika samt med profylaktisk anti—inflammatorisk og antibiotika i 3 dage. Da operationen i
sig selv giver insulin—resistens er det nedvendig med en rekonvalescens—periode pa mindst 7 dage. Herefter kan rotten
indgd i glukose clamp forseg. Clampen tager 1--10 timer afhngig af de individuelle eksperimenters karakter. Under
clampen gives glukose gennem det venase kateter der tilkobles en infusionspumpe og der udtages blodpraver fra det
arterielle kateter med faste intervaller (typisk 50 pl mellem hvert 6. til 20. minut) til mling af blodsukker og plasma
insulin. Selve blodprevetagningen udferes automatisk af en robot. Saledes kan meget smé blodvoluminer udtages med
minimalt spild. Ved lengerevarende eller gentagne clamps gives dog donerblod for at undga blodmangel. Tilkoblingen
mellem rotte og robot sker ved, at rotten far monteret en lille vest bestaende af tynde gymmislanger. Til vesten fastnes en
tynd fjeder som beskytter katetrene. Denne feres lodret op til en balancearm, som udligner vagten af fjederen, siledes
rotten ikke tynges af denne og kan bevege sig frit. Blodsukkeret méles lgbende siledes glukose—infusionsraten kan
reguleres under forseget. For at vurdere teststoffers fordeling i dyrene kan det vere pakravet at akut injicere et radioaktivt




merket glukose, eks. market med kulstof-14. Der er tale om indgift af radioaktivitet i ekstremt lave mangder
("spordoser"), som dermed er uden stralebelasning for dyrene, til efterfolgende blodundersegelser eller billedanalyse . I
tilfelde af at man undersgger et teststofs effekt pa akut insulin—induceret lavt blodsukker benyttes hypoglykemisk clamp
og teststoffet gives akut under clampen. Clampforseg kan endvidere udnyttes til test af nyudviklede barbare
glukose—sensorer og insulinpumper. Her benyttes hyperglykemisk clamp, hvor blodglukosen forhgjes ved hjzlp af venos
glukose infusion uden brug af insulin. En til to sensorer placeres under huden med en lille nal under kortvarig bedevelse
og efterfelgende smertelindring og senderne placeres p4 huden med et stykke klister og nogle f& hudsuturer i en periode pa
maks 7 dage, hvorefter den fjernes. Herved fas mange malinger af blodsukkeret uden at dyrets normale funktioner
pévirkes. Redegerelse for den pa dyrene péforte belastning: Belastningen pa dyrene vurderes at vare begrenset til let
ubehag og let smerte. Alle smertevoldende indgreb fortages under fuld bedevelse og med efterfolgende og tilstrzkkelig
smertebehandling. Det additive ubehag i forbindelse med efterfalgende enkeltopstaldning, faste, montering af jakke og evt
glukosesensor, blodpravetagning samt eventuelle gentagne stik i forbindelse med dosering vurderes at vare let, da der
tages alle tilgengelige forholdsregler for at optimere forsegsdesign og derved minimere belastningen og hele tiden lade
dyrene kunne bevage sig frit. De beskrevne indgreb er den maksimale indvirken pa dyr i denne type forseg. I langt de
fleste forseg vil indgrebene vere langt mere begrznsede.

Skyldes forsagene krav fra myndighed, som led i godkendelse af stof eller produkt? D Ja Nej

— hvis "Ja", beskriv n®rmere:

Beskriv forsegets type, art og forleb, herunder de planlagte indgreb og pivirkning af organfunktioner:
(Der vedlagges evt. forsegsprotokol. Der angives og begrundes, hvorvidt de givne oplysninger skal hemmeligholdes.)

Oplysningerne skal ikke hemmeligholdes.

De anvendte rotter er enten normale udavlede (f.eks. SpragueDawley) eller indavlede (ikke genmodificerede, f.eks. Zucker
obese), sidstnzvnte repraesenterende dyremodeller for type—2 lignende diabetes og/eller fedme hos mennesker.
Udviklingen af mild type 2 diabetes og/eller fedme kan eventuelt enskes fremprovokeret/accelereret ved at tilbyde en
energirig dizt i op til 12 méaneder.

Forud for hyperinsulinemisk normoglykemisk clamp forseg kan der foretages dosering med teststoffer af en eller flere
dages varighed (op til 8 uger) for at vurdere om det pagzldende teststof har effekt pa glukoseomsztning, insulin—sekretion
og insulin felsomhed i rotten. Teststoffer doseres enten via munden i maveszkken med en sonde (peroralt), under huden
(subkutant), i muskelvav (intramuskulert), i blodbanen (intravenest) eller i bughulen (intraperitonealt). I nogle tilfelde
kan teststoffer gnskes doseret via en osmotisk minipumpe sa gentagne stik undgas. Pumpen placeres subkutant via et 1 cm
snit der efterfelgende sutureres. Indgrebet foregér under anzstesi og efterfelgende smertelindring. Pumpen frigives teststof
kontinuerligt i op til 4 uger. En ny pumpe kan om nedvendigt indlegges for at vedligeholde eksponering af teststof.

Under behandlingsforlebet kan det vaere nedvendigt at udtage blodprever gentagende gange fra halespidsen eller
tungevenen uden bedevelse. Blodpraverne anvendes til maling af relevante parametre, der kan bidrage til bedemmelse af
bestemte analytter i blodet eller bestemmelse af teststofkoncentrationen (PK/PD). I nogle forseg kan det blive nedvendigt
at indsette en til to glukosesensor under huden. Sensorerne placeres under huden med en lille ndl under kortvarig anstesi
og efterfelgende smertelindring og senderne placeres pa huden med et stykke klister og nogle f& hudsuturer i en periode pa
maks 7 dage, hvor dyret enkeltopstaldes, hvorefter den fjernes.

Forud for glukose clamp skal rotten gennemga en mindre operation, hvor to permanente katatre placers i henholdsvis
jugularvenen og arterie carotis. Rotten ligges i anastesi og doseres med 0.1 mg/kg atropine, gjensalve,
antibiotikaprofylakse (enrofloxacin 10 mg/kg/dag subcutant) samt smertelindrende. Herefter klippes rotten og huden
desinficeres med chlorhexidin. En 3 cm incision ligges i midtlinjen pa undersiden af halsen hvorigennem begge kar
blotligges og katetrene indferes. Katatrene fores ud gennem en 1 cm incision i nakken med et trokar og begge inscisoner
lukkes med sutur. Dyrene opstaldes efterfolgende enkeltvis i miljeberigede bure af hensyn til bevarelse af intakte katetre
(op til 4 uger). Postoperativ restitution i minimum 7 dage incl. 2 dages postoperativ smertebehandling. Dyrene tilses
dagligt og vejes for at folge deres trivsel.

Clampforseg kan udfores i fastede (max 18 timer) og ikke—fastede dyr (varighed op til 10 timer). Rotterne er vigne og
ikke—fikserede med adgang til drikkevand. Forseget omfatter i korte trek en kontinuert intravenes infusion af insulin
under samtidig maling af blodsukkeret med korte intervaller, som vedligeholdes pa et pa forhind fastlagt niveau ved at
Justere pd en intravenes infusion af en glukose. Glukoseinfusionsraten er mal for rottens insulinfalsomhed og/eller styrken
af den infunderede insulin. Der vil i nogle tilfzelde indgives radioaktivt market glukose/insulin, der i sé tilfelde kan
anvendes til detaljeret maling af glukose/insulin metabolismen. Til hyperglykemisk clamp benyttes ikke insulin. Under
clampen gives glukose gennem det venaese kateter der tilkobles en infusionspumpe og der udtages blodprever fra det
arterielle kateter med faste intervaller til maling af blodsukker og plasma insulin. Selve blodprovetagningen udferes
automatisk af en robot. Siledes kan meget sméa blodvolumener udtages med minimalt spild. Ved lzngerevarende eller
gentagne clamps (maks 4 pr uge) gives dog donerblod for at undga blodmangel. Der tages aldrig mere end 10% af
blodvolumen pr clamp. Der gives altid vaske og tages mere end 5% blodvolumen ved gentagne clamps gives der altid
blodtransfusion (2 ml EDTA stabalized blood with reduced plasma). Tilkoblingen mellem rotte og robot sker ved, at rotten
fér monteret en lille vest bestiende af tynde gymmislanger. Til vesten festnes en tynd fjeder som beskytter katetrene.
Denne fores lodret op til en balancearm, som udligner vagten af fjederen, siledes rotten ikke tynges af denne og kan
bevege sig frit. Blodsukkeret males pd en Biosen glucose analyser og registreres labende siledes glukose infusionsraten
kan reguleres under forseget.




Belastningsgraden:

Ubehag [ et —beskriv: Foder—induceret og/eller indavlet type—2 diabetes/fedme.
Sondedosering. Indlzggelse af osmotisk minipumpe og/eller sukkersensor
under bedevelse/smertelindring, Indlaeggelse af kroniske katetre under
bedevelse/smertelindring. Enkeltopstaldning under restitution og clampforseg
op til 4 uger. Rotten er dog ikke fikseret.

Lidelse Ingen —beskriv: Begraenses eller undgas i videst muligt omfang da vantrivsel
(lidelse) i forbindelse med malinger af sukkerstofskiftet ikke er foreneligt med
palidelige forsagsresultater.

Smerte [ et —beskriv:  Punktering af kar i halespidsen eller tungevenen med lancet samt
IP/IV/IM dosering kan opleves som kortvarig smerte hos dyret.

Pavirket bevagelsesfrihed D Ja Nej  — hvis "Ja", beskriv:

Piferes varigt mén Ja I:] Nej — hvis "Ja", beskriv: Genetisk betinget eller foder—induceret fedme eller
type—2 diabetes i mild til moderat grad.

Belastningens varighed Kortvarigt Varighed § Uger
Aflives i bedevelsen (uden p# noget tidspunkt at vaere vignet op efter forsegets indledning): D Ja Nej

Beskriv den anvendte ansestesi for hver dyreart:

Rotte:
Inhalationsanzstesi: Isofluran/O2 inhalation (2-4%).

Beskriv den pitznkte smertebehandling og anden lindrende behandling for hver dyreart:

Rotte:

5 mg/kg Carprofen (Rimadyl) SC QD gives 3 dage i forbindelse med placering af osmotiske minipumper.

0.05 mg/Kg buprenorphine (Vetergesic) SC BID gives pa dagen for kateteroperation. 5 mg/kg Carprofen (Rimadyl) SC
QD gives de efterfolgende 2 dage.

Angiv de velferdsmassige kriterier (humane endpoints) for afbrydelse af forseget for hver dyreart:

Primert en veterinar helhedsvurdering med fokus pa om dyret som helhed retter sig efter operationen med fokus pa
hydreringsgrad, urinproduktion, fecesafgang, udseende, aktivitetsniveau og adelyst. Aflivning vil altid blive foretaget
umiddelbart ved vagttab >20% over kort tid (>30% i overvagtige dyr) eller ved manglende fodeindtag eller fzcesafgang
7 dage efter operation. I alle tilfzlde af lidelsesvoldende komplikationer til operationen aflives dyret straks.

Angiv aflivningsmetoden for hver dyreart:

Rotte:

Overdosis pentobarbital eller CO2/02 inhalation.

Perfusionsfiksering hvis hjerne eller andre organer udtages til grundig histologisk undersegelse:

Neuroleptanalgesi (Fentanyl 0,21;mg/kg SC, fluanisone 6,75 mg/kg SC, midazolam 3,375 mg/kg SC) eller
pentobarbital+lidokain IP (50 mg/kg IP) efterfulgt af komplet afbledning ved opklipning af venstre hjertekammer og hajre
forkammer og perfundering af blodbanen med fiksativ leveret med pumpe.

Beskriv pasningen af og tilsyn med dyrene, herunder sarlige foranstaltninger ved tilsyn:

Hos alle opererede dyr fores skarpet observation, sarligt i den forste uge efter operation. I den forste uge vejes dyrene
dagligt og vurderes mindst 3 gange dagligt af erfarent personale. Dyrene vil ogsé jevnligt blive vurderet af veterinzr,
hvilket vil ske i alle tilflde, hvor personale har mistanke om komplikationer eller betydende smerter trods behandling

Dyreart og antal pr. &r:

(Der gnskes en redegerelse for valget af dyreart. Safremt der patznkes anvendt genetisk modificerede dyr, skal der indgives serskilt ansegning
herom i henhold til lov om kloning og genmodificiering af dyr, mv. Ansegeren skal i sa fald anvende et G—skema for hver variant. Safremt der
patznkes anvendt klonede dyr, skal indgives s®rskilt ansegning herom i henhold til lov om kloning og genmodificering af dyr mv. Ansageren skal
154 fald anvende et F-skema for hver gruppe af klonede dyr.)

Rotter:
400




Onsket varighed af tilladelsen til det beskrevne forseg angivet i antal ar: §

— begrund:

Denne forsggsprotokol er af generel betydning i udvelgelsen og udviklingen af legemiddelkandidater og glukosesensorer
og forudses derfor at vaere vigtig i mange ar fremover. Virksomheden forventes at vere kontinuerligt involveret i arbejde

af denne karakter

Der kan medsendes cn redegorelse med begrundelse for, hvorfor ansegeren finder, at betingelserne i offentlighedslovens §§ 12 og 13 for at negtc aktindsigt er tilstede.
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DYREFORSOGSTILSYNET Sag nr.: 2013-15-2934-00784
(udfyldes af Dyreforsegstilsynet)

Afsnit C—skemanr.C 5§

Der skal anvendes et st afsnit C-skema for hver forsegstype/forsogsrakke

Beskriv forsaget generelt: (Denne del af ansegningen skal kunne forstds af ikke fagfolk og skal omfatte: A) En beskrivelse af forsggets formal. B)
En redegerelse for, at tilsvarende viden kun kan opns ved anvendelse af levende dyr (B1) og ikke kan opnis ved mindre belastende undersogelser
(B2) eller ved anvendelse af ferre dyr (B3). C) En kort redegerelse for antagelsen om, at forseget er til vasentlig gavn. D) En beskrivelse af
samtlige indgreb, der onskes foretaget pa dyrene, herunder en udferlig beskrivelse af den belastning, dyrene herved udsettes for.)

Selektiv deafferentiering af vagus nerven (SDA) A) Det overordnede formal med denne type forseg er at tilegne sig viden
om hvorvidt teststoffers virkningsmekanisme er medieret via vagus nerven og hermed hvorvidt teststoffer virkningsveje er
centralt eller perifert medieret. B1) Det er nedvendigt at anvende en dyremodel for for at opna viden om teststoffers
virkning i en intakt levende organisme. Denne viden fis ved et sammenspil mellem organer og hjerne og kan ikke opnas i
en ikke levende model. B2) Belastningen af de beskrevne dyreforseg ma betragtes som varende af moderat karakter. B3)
Antallet af dyr vil til enhver tid vurderes og reduceres pa baggrund af statistiske analyser.

C) Forspgene kan vre til vasentligt gavn for udviklingen af nye legemidler til behandling af store folkesygdomme,
herunder fedme, type-2 sukkersyge (erhvervet insulin—resistens) samt hjerte—karsygdomme. Der er i de senere ar sket en
markant stigning i udviklingen af fedme og felgesygdomme heraf. De praparater der aktuelt anvendes til behandling af
livsstilsbetingede sygdomme har ringe effekt og mange bivirkninger. Det vil derfor vere til stor gavn at forske indenfor
dette omrade med henblik pa udvikling af nye effektive og sikre leegemidler. D) Der gives vaskebehandling umiddelbart
inden og efter operationen. Der opstartes antibiotika og smertestillende behandling. Selve operationen foregar under fuld
bedovelse. Forsgget inkluderer to kirurgiske indgreb. Alle indgreb foregar i fuldt bedevede og fikserede dyr. Ferst bores
der et lille hul i den bagerste del af kraniet over hjernestammen. Hjernehinden brydes og de afferente (sensoriske) og
efferente (motoriske) vagus nerver (den tiende hjernenerve) blotleegges pé det niveau, hvor de hzfier sig til
hjernestammen. I venstre side overklippes forsigtigt de sensoriske nerver. De motoriske nerver efterlades urerte. Indgrebet
forarsager ingen bledning. Kraniet lukkes med skum og huden sutureres. Efterfalgende udferes en subdiaphragmatisk
vagotomi af den dorsale (hajre) vagus nerve. Der laves et snit i den forreste del af bugen. Mave og spiserer leftes forsigtigt
op hvorved den dorsale vagus nerve blotlegges og overklippes. Hud— og muskellag sutureres. Belastningen af indgrebet
vil vaere moderat og relatere sig til operationen og dagene herefter, hvorefter dyrene vil veere i fin trivsel.
Placebo—operation (sham): Det vil vere nedvendigt at operere en gruppe dyr som kontrolgruppe for selektiv vagal
deafferentierede (SDA) opererede dyr. Her vil SDA operationen blive udfert uden at nogen nerveforbindelser brydes, men
ellers helt pA samme méde.

Efter SDA/SHAM operation skal dyrene enkeltopstaldes medens operationssérene heler og da disse dyr typisk indgér
direkte i testtofforsag, vil enkeltopstaldningen typisk bibeholdes (typisk kortvarigt 1-7 dage eller over 2-4 uger, men kan
i meget sjzldne tilfzelde vare i op til 8 uger). Efter SDA operation kan der foretages dosering med teststoffer.
Behandlingen med teststof foregar typisk enten kortvarigt (1-7 dage) eller over 2—4 uger, men kan i meget sjzldne
tilfeelde vare i op til 8 uger. Teststoffer doseres enten via munden i maveszkken med en sonde (peroralt), under huden
(subkutant), i muskelvav (intramuskulert), i blodbanen (intravenest) eller i bughulen (intraperitonealt). Under
behandlingsforlebet kan det vere nedvendigt at udtage blodprever gentagende gange fra halespidsen eller tungevenen
uden bedevelse. Blodproverne anvendes til maling af relevante parametre, der kan bidrage til bedemmelse af bestemte
indholdsstoffer i blodet eller bestemmelse af teststofkoncentrationen. Dyrene kan evt. placeres i et system der konstant
monitorerer de parametre som udsendes af sensoren samt fode/drikkevandsindtag og motorisk aktivitet elektronisk.
Dyrene gér i deres egne kasser, men spiser og drikker evt. via en kanal i burets side. Belastningen pa dyrene vurderes at
vare begrenset til moderat ubehag og let smerte. Samlet set fjerner proceduren alle sensoriske (afferente) nerver
hidrerende fra vagus nerven til mavetarmkanalen (maveszk, tarm). Den motorisk innervation (de efferente fibre) bevares.
Den beskrevne procedure er siledes af langt mindre belastning for dyrene postoperativt i forhold til den oftest anvendte
totale subdiaphragmatiske vagotomi hvor bade den dorsale og ventrale vagus nerve overklippes. Disse operationer ferer til
komplet postoperativ parese (muskelafslapning) af tarmen der ofte er langvarig og kan besvarliggere fordgjelsen.
Smertevoldende indgreb som SDA operation og evt ileggelse af minipumpe foretages under fuld bedavelse og med
efterfolgende og tilstrekkelig smertebehandling. Det additive ubehag i forbindelse med enkeltopstaldning,
blodpravetagning samt eventuelle gentagne stik i forbindelse med dosering vurderes at veere let, da der tages alle
tilgengelige forholdsregler for at optimere forsegsdesign og derved minimere belastningen. De beskrevne indgreb er den
maksimale indvirken pa dyr i denne type forseg. I langt de fleste forseg vil indgrebene vare langt mere begrensede.

Skyldes forsegene krav fra myndighed, som led i godkendelse af stof eller produkt? D Ja Nej

— hvis "Ja", beskriv nermere:

Beskriv forsegets type, art og forleb, herunder de planlagte indgreb og pavirkning af organfunktioner:
(Der vedlzgges evt. forsegsprotokol. Der angives og begrundes, hvorvidt de givne oplysninger skal hemmeligholdes.)

Oplysningerne skal ikke hemmeligholdes. De anvendte rotter er normale udavlede.




SDA: Rotten ligges i anzstesi og doseres med 0.1 mg/kg atropin, gjensalve, antibiotikaprofylakse (enrofloxacin 10
mg/kg/dag subcutant) samt smertelindrende. Herefter klippes rotten under halsen pa maven og huden desinficeres med
chlorhexidin. En 3 cm incision ligges under halsen og der disikeres stumpt til basis af kraniet. Under mikroskop bores et
lille hul i kraniet ved foramen lacerum posteriores. Herved blottes hjernehinderne (dura) og hjernestammen. Dura
gennembrydes og de dorsale redder af venstre nervus vagus kan nu ses og de afferente nervefibre brydes med en pincet
uden at forarsage skade pa de efferente fibre. Hullet i kraniet lukkes med Spongostan og séret sutureres. Herefter udfores
en subdiaphragmatisk vagatomi af den dorsale vagus, hvorved vagus nervens afferente og efferente fibre brydes. Dette
gores via en 5 cm incision i linea alba, hvor maveszkken og spisergret efterfalgende flyttes til siden. Herved kan den
dorsale vagus ses og frigeres fra spisereret. Oralt for rami coeliaci nervi vagi brydes vagus totalt. Til sidst foretages lagvis
lukning og der gives vaske subcutant. Der gives 2 dages postoperativ smertebehandling samt antibiotika. Dyrene tilses
dagligt og vejes for at folge deres trivsel. Placebo—operation (sham): Det vil veere nedvendigt at operere en gruppe dyr
som kontrolgruppe for SDA opererede dyr. Her vil SDA operationen blive udfert uden at nogen nerveforbindelscr brydes,
men ellers helt pa samme made. Efter SDA/SHAM operation skal dyrene enkeltopstaldes medens operationssarene heler
og da disse dyr typisk indgar direkte i testtofforseg, vil enkeltopstaldningen typisk bibeholdes (typisk kortvarigt 1-7 dage
eller over 2-4 uger, men kan i meget sjldne tilfelde vare i op til 8 uger). Efter SDA operation kan der foretages dosering
med teststoffer. Dosering med teststoffer kan vere fra dage op til 8 ugers varighed. Teststoffer doseres enten peroralt,
subkutant, intramuskulért, intravenest eller intraperitonealt. Efter SDA operation kan det vre nedvendigt at udtage
blodprever gentagende gange fra halespidsen eller tungevenen uden bedevelse. Punktering af tungevene foretages med
19-21G kanyle. Blodprgverne anvendes til maling af relevante parametre, der kan bidrage til bedemmelse af bestemte
analytter i blodet eller bestemmelse af teststofkonrentrationen (PK/PD).

Belastningsgraden:

Ubehag Let —beskriv: Enkeltopstaldning (typisk kortvarigt 1-7 dage eller over 24 uger,
men kan i meget sjzldne tilfzlde vare i op til 8 uger). Evt. sondedosering.

Lidelse Ingen ~beskriv: Det vurderes at forsegene ikke vil forarsage nogen form for lidelse,
da dyrene enten ikke udsttes for lidelsesvoldende indgreb eller altid vil vere
tilstreekkeligt smertedekkede.

Smerte [ et —beskriv: Evt, punktering af kar i halespidsen eller tungevene med lancet

samt IP/IV/IM dosering kan opleves som kortvarig smerte hos dyret.

Pivirket bevagelsesfrihed D Ja Nej - hvis ""Ja", beskriv:

Péferes varigt mén Ja I:I Nej — hvis "Ja", beskriv: SDA er permanent.

Belastningens varighed Kortvarigt Varighed 8 Uger
Aflives i bedevelsen (uden pa noget tidspunkt at vere vignet op efter forsegets indledning): D Ja Nej

Beskriv den anvendte anaestesi for hver dyreart:

Rotte:
Neuroleptanalgesi: Fentanyl 0,21;mg/kg SC, fluanisone 6,75 mg/kg SC, midazolam 3,375 mg/kg SC

Beskriv den patenkte smertebehandling og anden lindrende behandling for hver dyreart:

Rotte:
5 mg/kg Carprofen (Rimady!) SC QD gives 3 dage.

Angiv de velferdsmessige kriterier (humane endpoints) for afbrydelse af forseget for hver dyreart:

Rotte: Primart en veterinzr helhedsvurdering med fokus pa om dyret som helhed har normal hydreringsgrad,
urinproduktion, fecesafgang, udseende, aktivitetsniveau og @delyst. Aflivning vil altid blive foretaget umiddelbart ved
vaegttab >20% over kort tid (>30% i overvaegtige dyr) eller ved manglende fedeindtag eller fecesafgang. I alle tilfelde af
lidelsesvoldende komplikationer til dosering med teststof aflives dyret straks.

Angiv aflivningsmetoden for hver dyreart:

Rotte:

Overdosis pentobarbital eller CO2/02 inhalation.

Perfusionsfiksering hvis hjerne eller andre organer udtages til grundig histologisk undersggelse:

Neuroleptanalgesi (Fentanyl 0,21;mg/kg SC, fluanisone 6,75 mg/kg SC, midazolam 3,375 mg/kg SC) eller
pentobarbital+lidokain IP (50 mg/kg IP) efterfulgt af komplet afbledning ved opklipning af venstre hjertekammer og hajre
forkammer og perfundering af blodbanen med fiksativ leveret med pumpe.




Beskriv pasningen af og tilsyn med dyrene, herunder serlige foranstaltninger ved tilsyn:

Hos alle opererede dyr feres skarpet observation, sarligt i den forste uge efter operation. I den forste uge vejes dyrene
dagligt og vurderes mindst 3 gange dagligt af erfarent personale. Dyrene vil ogsa jevnligt blive vurderet af veterinar,
hvilket vil ske i alle tilflde, hvor personale har mistanke om komplikationer eller betydende smerter trods behandling

Dyreart og antal pr. ir:

(Der enskes en redegerelse for valget af dyrcart. Sifremt der patenkes anvendt genetisk modificerede dyr, skal der indgives szrskilt ansagning
herom i henhold til lov om kloning og genmodificiering af dyr, mv. Ansogeren skal i sa fald anvende et G—skema for hver variant. Safremt der
patenkes anvendt klonede dyr, skal indgives serskilt ansggning herom i henhold til lov om kloning og genmodificering af dyr mv. Ansageren skal
154 fald anvende et F- skema for hver gruppe af klonede dyr.)

Rotter:
200

Onsket varighed af tilladelsen til det beskrevne forseg angivet i antal ar: §
— begrund:

Denne forsagsprotokol er af generel betydning i udvalgelsen og udviklingen af legemiddelkandidater og forudses derfor
at veere vigtig 1 mange ar fremover. Virksomheden forventes at vaere kontinuerligt involveret i arbejde af denne karakter.

Der kan medsendes en redegerelse med begrundelsc for, hvorfor anssgeren finder, at betingelseme i offentlighedslovens §§ 12 og 13 for at nzgte aktindsigt cr tilstede.
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DYREFORSOGSTILSYNET Sag nor.: 2013—15-2934-00784
(udfyldes af Dyreforsegstilsynet)

Afsnit C—skema nr.C 6

Der skal anvendes et st afsnit C skema for hver forsegstype/forsogsrakke

Beskriv forseget generelt: (Denne del af anspgningen skal kunne forstas af ikke fagfolk og skal omfatte: A) En beskrivelse af forsogets formal. B)
En redegorelse for, at tilsvarende viden kun kan opnds ved anvendelse af levende dyr (B1) og ikke kan opnas ved mindre belastende undersegelser
(B2) eller ved anvendelse af feerre dyr (B3). C) En kort redegerelse for antagelsen om, at forseget er til vasentlig gavn. D) En beskrivelse af
samtlige indgreb, der enskes forejaget pa dyrene, herunder en udforlig beskrivelse af den belastning, dyrene herved udsattes for.)

Dyremodel for Parkinsons sygdom. A) Det overordnede formal er evaluere teststoffers effekter i dyremodel for
Parkinson's sygdom (PD). PD er en neurodegenerativ sygdom der forekommer over hele verden og rammer alle etniske
grupper. Sygdommen debuterer typisk i 65—ars alderen og rammer primert det dopaminerge system i hjernen.
Sygdommen kan i dag behandles, men ikke helbredes. Formalet med forseget er at undersege det funktionelle samspil
mellem forskellige omrader af centralnervesystemet (CNS) og mellem CNS og perifere organer/vev ved hjzlp af en
neurokemisk lasion i det dopaminerge system i rotter samt at undersege om nye legemidler kan afhjalpe neurontabet man
ser hos PD patienter. B1) Det er nedvendigt at anvende en dyremodel for at opnd viden om teststoffers virkning i en intakt
levende organisme, da bade adfeerd og mange fysiologiske hndelser styres af et komplekst samspil af biologiske og
kemiske processer, som ikke kan genskabes i reagensglasforsag Omsztningen af teststoffets virkning pa hjernen samt
samspillet med andre organer er en viden kan kan ikke opnas i en ikke—levende model eller simuleres. B2) In vivo forseg
er afgerende for eventuelle motoriske forbedringer der ville kunne translateres direkte til humane neurodegenerative
sygdomme. B3) Antallet af dyr vil til enhver tid vurderes og reduceres pa baggrund af statistiske analyser og der anvendes
maksimalt 200 rotter per &r.

C). PD forekommer over hele verden og rammer alle etniske grupper. Sygdommen er lige hyppig hos de to ken eller med
en mindre overvegt af mend. Imellem 5.000 og 6.000 mennesker i Danmark har sygdommen, men mange flere er som
pérerende ramt af den. Sygdommen debuterer typisk i 65—ars alderen. Dog rammes ca. 5—10% for 40—ars alderen.
Sygdomsforekomsten stiger med stigende alder. Symptomerne varierer meget fra person til person og er athengige af,
hvor lenge man har haft sygdommen. Hovedsymptomerne er hvile—tremor/rysten ogsa kaldet pille—trille tremor (der dog
ikke er til stede under sevn), muskelstivhed, langsomme trege bevagelser og/eller balancebesver. Patienter kan ogsa fa
andre problemer sasom traethed, depression og besvar med at skrive. Nogle har tillige problemer med at spise, samt
synkebesveer. Symptomerne skyldes for en vasentlig del nedsat produktion af transmitterstoffet dopamin i substzntia nigra
(bredt band af dopamin—producerende nerveceller) i midthjernen. Substantia nigra fungerer som en rele—kerne, der
kontrollerer koordineringen af uvilkérlige muskelbevagelser og er s&rlig vigtig for initieringen af bevagelser (starter
funktion). Hos patienter med PD er en stor del af de dopaminerge nervecellerne i substantia nigra forsvundet. Tabet af
disse celler resulterer i langt mindre kommunikation imellem de forskellige dele af hjernen, hvorfor det ikke l&ngere er
muligt for patienter med Parkinons sygdom at kontrollere deres bevagelser pd normal vis. Sygdommen kan i dag
behandles, men ikke helbredes. Den medicinske behandling er en substitutionsterapi med det manglende dopamin i form
af L—dopa. Denne behandling kan i veesentlig grad mindske symptomerne, men har ogsa mange bivirkinger. Det vil derfor
veere til stor gavn at forske indenfor dette omrade med henblik pa udvikling af nye effektive og sikre l&gemidler, der
eventuelt ville kunne bremse den neurodegeneration der sker i det dopaminerge system. Den lesionsmodel vi har valgt at
arbejde med er almen og velbeskrevet og er endvidere anvendelig til at undersege de cellulzre og molekylare
forandringer, som sker 1 forbindelse med edeleggelsen af de dopaminerge nerveceller. Dette er vasentligt for at forstd
eventuelle nye leegemidlers virkningsmekanisme(r).

D) Dyrene opstaldes i bure der opfylder krav om sterrelse og miljeberigelse. Forud for adferdsforsegene kan der foretages
dosering med teststoffer af en eller flere dages varighed (op til 3 méneder) for at vurdere om det pageldende teststof har
effekt pé indlaring over tid. Teststoffer doseres enten gennem munden med en sonde, under huden, i muskelvav eller i
blodbanen. Det generelle forlab som rotterne vil blive udsat for er som felger: En nerveskade paferes under fuld
bedevelse. Pelsen imellem grerne pa dyrets hoved barberes af, hvorefter dyrets hoved fikseres i et stereotaksis apparat.
Herefter laves et snit pa ca. 5 mm med en skapel for at eksponere kraniet, og der bores et hul i venstre side af
hjerneskallen, hvorigennem neurotoksinet (typisk 6~OHDA—HCI) injiceres op til flere steder i midthjernen. Bindevavet
fra omrédet genplaceres herefter henover laesionen, og huden sys sammen med 2--3 sting. Indgrebet tager cirka 20
minutter. Inden dyret vagner op fra bedevelsen, indgives et smertestillende stof. Denne smertestillende behandling
fortsetter i dagene efter indgrebet, indtil saret er vokset sammen. Dyrene enkeltopstaldes i 5 dage medens operationsséret
heler, og kan herefter atter gruppeopstaldes.

Den injicerede neurotoksin vil pafere en lasion i det injiceret omrade hvor der vil forekomme en langvarig (over flere
uger) retrograd nedbrydning af de tilsvarende dopaminerge nerveceller i substantia nigra pars compacta (SNc), hvilket
resulterer i udvikling af PDs karakteristiske neurologiske motoriske symptomer, sisom langsomme treege bevaegelser,
rysten og muskelstivhed, i dyrets ene side. De PD-lignende symptomer pavirker dog ikke dyrets almene bevagelsesfrihed,
men kan evalueres, ved at udsatte dyret for en sékaldt rotations—adfardstest. Ved at teste dyrets motoriske evne i denne
test er det muligt at méle dyrets motoriske feerdigheder, og dermed om behandlingen med et teststof har en beskyttende
effekt under udviklingen af PD.

Motoriske analyser: Man kan vurdere effekten af teststoffer pd motorisk funktion sdsom balanceevne og aktivitetsniveau.
Disse malinger kan foretages ved at undersege dyrets evne til at balancere pa en roterende pind (rotarod) eller mélinger af




dyrets aktivitetsniveau via fotoceller monteret i dyrets eget bur eller et testbur. Dyret kan endvidere filmes under testen og
filmen efterfolgende analyseres. De kraftigste belastninger af dyret anses derfor at vare behandling med teststof og med
aktivitetsfremmende eller aktivitetshemmende stoffer. Rotations—adferdstest: da nerveskaden kun er udfert pa den ene
hjernehalvdel, er der en ubalance i den motoriske aktivitet, hvilket ofte vil give sig til udtryk i, at dyret spontant vil rotere
sig mod lzsionssiden. Ved at administrere en indirekte dopamin agonist (dvs. et stof, der normalt frigives af dopamin, her
D-amfetamin eller apomorfin) vil det oge den motoriske ubalance. Rotationsmensteret efter indgift af D-amfetamin eller
apomorfin vil derfor forsteerkes og vare proportionalt med svaerhedsgraden af lzsionen. Antallet af rotationer bestemmes i
et automatiseret rotations system (en gennemsigtig plastik cylinder med en diameter pa 30x30 cm) hvor antallet af
rotationer automatisk registreres. Dyret fir en sele omkring livet der er forbundet med et tzllesystem. Testen tager
maksimalt 30 min. Dyr, der testes i et testsystem, kan godt testes efterfelgende i et andet forudsat at der er minimum 14
dages pause (‘wash—out') imellem to uafthengige tests (se nedenfor). Et dyr vil ikke blive udsat for mere end maksimalt 4
adferdstest. Rotations—adfzrdstesten kan udferes flere gange (op til 6 gange) efter pddragelsen af nerveskaden.
Redegeorelse for den pa dyrene péferte belastning: Ingen af de ovennavnte adferds— og motoriske forseg vil vere til
videre gene for dyret. Der forventes en forbipasserende ubehag i forbindelse med stof—induceret rotationer. Efter 4 timer
forventes stofpavirkingen dog at vere forsvundet. Alle kirugiske indgreb foretages under fuld bedevelse og med
efterfolgende og tilstreekkelig smertebehandling. Det additive ubehag i forbindelse med efterfalgende enkeltopstaldning,
samt eventuelle gentagne stik i forbindelse med dosering vurderes at vere let, da der tages alle tilgengelige forholdsregler
for at optimere forsegsdesign og derved minimere belastningen og hele tiden lade dyrene kunne beveage sig frit. De
beskrevne indgreb og tests er den maksimale indvirken pd dyr i denne type forseg. I langt de fleste forseg vil indgrebene
og test vare langt mere begrensede.

Skyldes forsegene krav fra myndighed, som led i godkendelse af stof eller produkt? D Ja Nej

— hvis "Ja", beskriv n®2rmere:

Beskriv forsagets type, art og forleb, herunder de planlagte indgreb og pvirkning af organfunktioner:
(Der vedlzgges evt. forsegsprotokol. Der angives og begrundes, hvorvidt de givne oplysninger skal hemmeligholdes.)

Oplysningerne skal ikke hemmeligholdes. De anvendte rotter er normale udavlede (f.eks. Sprague—Dawley rotter).
Udviklingen af fedme kan eventuelt enskes fremprovokeret/accelereret ved at tilbyde en energirig dizt i op til 12 méaneder.
Forud for adfzrdsforseg kan der foretages dosering med teststoffer af en eller flere dages varighed (op til 3 méneder) for
at vurdere om det pageldende teststof har effektpd motoriske feerdigheder. Teststoffer doseres enten peroralt, subkutant,
intramuskulert, intravenest eller intraperitonealt. I sjeldne tilfelde kan teststoffer gnskes doseret via en osmotisk
minipumpe der placeres subkutant under anestesi og efterfolgende smertelindring, hvorved der frigives teststof
kontinuerligt. Minipumpen frigiver teststoffet sublutant, men kan ogsé tilsluttes en vene sdledes at kontinuert intravengs
dosering muliggeres. Flere pumper skal om nedvendigt pé lignende méde indlzgges med ugers interval for at
vedligeholde eksponering af teststof. Behandlingen med teststof foregdr typisk over 3—5 uger, men kan i meget sjzldne
tilflde vare i op til 3 mineder. Under behandlingsforlebet kan det vare nedvendigt at udtage blodprever gentagende
gange fra tungen uden bedevelse. Blodpreverne anvendes til maling af relevante parametre, der kan bidrage til
bedemmelse sygdomsforlebet og/eller teststofkoncentrationen. Post—operativt er det nedvendigt at dyret enkelt—opstaldes
da dyret skal have mulighed for at komme sig fuldt efter operationen. Kemiske lesioner af distinkte kerneomrader i CNS:
En rzkke neurotransmittere, derivater heraf eller syntetiske analoger udever toksisk pavirkning af nerveceller, der
sazdvanligvis enten responderer pa eller syntetiserer bemeldte transmittere. En rakke af de nervecellekredslab, der indgar i
kontrol af stofskifte og appetit er saledes falsomme for neurotoksiske transmittere. Dette forhold kan eksperimentelt
udnyttes til at pifere de omrader i hjernen, der indgar i regulation af stofskiftet specifikke leesioner, hvorved deres
funktionelle betydning for udvikling af sygdom eller behandling af eksisternede sygdom kan afgeres. De neurotoksiske
stoffer kunne eksempelvis vare mono—natriumglutamat, 5,7-dihydroxytryptofan, eller 6-hydroxydopamin, men langt
flere kendes. Neurotoksinet appliceres szdvanligvis lokalt i det omrade (typisk i striatum eller medial forbrain bundle) der
onskes lzderet (via sterotaktisk injektion direkte ind i hjerne pé bedevet dyr). Dyrene vil efterfelgende udvise specifik
patologisk funktion, men markante adferdsendringer ses uhyre sjzldent idet l@sionerne er meget sma. Dyrene
enkeltopstaldes i 5 dage medens operationssaret heler, og kan herefter atter gruppeopstaldes.

Motoriske forspg: I disse forseg undersages effekt af testtoffer pa motorisk funktion sisom balanceevne og
aktivitetsniveau. Disse maélinger kan foretages ved at undersoge dyrets evne til at balancere pé en roterende pind (rotarod)
eller mélinger af dyrets aktivitetsniveau via fotoceller monteret i dyrets eget bur eller et testbur. Dyret kan endvidere
filmes under testen og filmen efterfolgende analyseres. De kraftigste belastninger af dyret anses derfor at vaere behandling
med teststof og med aktivitets fremmende eller hemmende stoffer. Rotation: Dyr med beskadigelser af dopaminsystem
(neurotoksisk lesion) vil udfere rotationsbevagelser omkring egen akse nir dette aktiveres af enten amphetamin eller
apomorphin. Antallet af rotationer bestemmes i et automatiseret rotations system hvor antallet af rotationer automatisk
registreres. Dyret for en sele omkring livet der er forbundet med et tzllesystem. Testen tager maksimalt 30 min. Der
forventes en forbipasserende ubehag i forbindelse med stof-induceret rotationer. Efter 4 timer forventes stof-pavirkingen
dog at vare forsvundet.

Belastningsgraden:
Ubchag Moderat —beskriv: Der er let til moderat ubehag i forbindelse med selve operationen.
Enkeltopstaldning 5 dage efter operation. Dyrene er i perioden efter
P! g g P y p
smertedekket efter behov.
Lidelse Moderat —beskriv: Den post—operative smertedekning tager den meste smerte.

Lesionerne er meget smé og derfor med kun let lidelse til folge. Begranses
eller undgés i videst muligt omfang da vantrivsel (lidelse) i forbindelse med




adfzrdstest ikke er foreneligt med palidelige forsegsresultater.

Smerte [ et —beskriv: Punktering af kar i halespidsen med lancet samt IP/IV/IM dosering
kan opleves som kortvarig lidelse hos dyret. Let til let moderat smerte i det
postoperative forleb. Dyrene bliver smertedaekket i denne periode.

Pavirket bevagelsesfrihed D Ja Nej - hvis "Ja", beskriv:

Pifores varigt mén Ja D Nej — hvis "Ja", beskriv: Lzasion af kerneomréade i CNS er irreversibel.
Foder—induceret fedme eller type—2 diabetes i mild til moderat grad.

Belastningens varighed Kortvarigt Varighed ¢ Maneder
Aflives i bedevelsen (uden p# noget tidspunkt at veere vignet op efter forsegets indiedning): D Ja Nej

Beskriv den anvendte anzstesi for hver dyreart:

Rotte:
Neuroleptanalgesi: Fentanyl 0,21;mg/kg SC, fluanisone 6,75 mg/kg SC, midazolam 3,375 mg/kg SC

Beskriv den pitznkte smertebehandling og anden lindrende behandling for hver dyreart:

Rotter: Non—stereoide anti—inflammatoriske legemidler anvendes en gang i degnet i op til flere dage. Lokalbedavelse
anvendes evt. ogsa, men kun i forbindelse med ovenstiende.

Angiv de velferdsmessige kriterier (humane endpoints) for afbrydelse af forseget for hver dyreart:

Primert en veterinzr helhedsvurdering med fokus pa om dyret som helhed retter sig efter operationen med fokus pa
hydreringsgrad, urinproduktion, fecesafgang, udseende, aktivitetsniveau og delyst. Aflivning vil altid blive foretaget
umiddelbart ved vagttab >20% over kort tid eller ved manglende fedeindtag eller facesafgang 7 dage efter operation. I
alle tilfzlde af lidelsesvoldende komplikationer til operationen aflives dyret straks.

Angiv aflivningsmetoden for hver dyreart:

Rotter:

Overdosis pentobarbital eller CO2/02 inhalation.

Perfusionsfiksering hvis hjerne eller andre organer udtages til grundig histologisk undersegelse:

Neuroleptanalgesi (Fentanyl 0,21;mg/kg SC, fluanisone 6,75 mg/kg SC, midazolam 3,375 mg/kg SC) eller
pentobarbital+lidokain IP (50 mg/kg IP) efterfulgt af komplet afbledning ved opklipning af venstre hjertekammer og hejre
forkammer og perfundering af blodbanen med fiksativ leveret med pumpe.

Beskriv pasningen af og tilsyn med dyrene, herunder serlige foranstaltninger ved tilsyn:

Hos alle opererede dyr fares skerpet observation, s@rligt i den ferste uge efter operation. I den ferste uge vejes dyrene
dagligt og vurderes mindst 3 gange dagligt af erfarent personale. Dyrene vil ogsa jevnligt blive vurderet af veterinar,
hvilket vil ske i alle tilfzlde, hvor personale har mistanke om komplikationer eller betydende smerter trods behandling

Dyreart og antal pr. ir:

(Der enskes en redegarelse for valget af dyreart. Sifremt der patznkes anvendt genetisk modificerede dyr, skal der indgives serskilt ansegning
herom i henhold til lov om kloning og genmodificiering af dyr, mv. Ansegeren skal i s& fald anvende et G—skema for hver variant. Safremt der
patznkes anvendt klonede dyr, skal indgives serskilt ansggning herom i henhold til lov om kloning og genmodificering af dyr mv. Ansegeren skal
1 sa fald anvende et F-skema for hver gruppe af klonede dyr.)

Rotter: 200

Onsket varighed af tilladelsen til det beskrevne forseg angivet i antal r: 5
— begrund:

Denne forsegsprotokol er af generel betydning i udvalgelsen og udviklingen af legemiddelkandidater indenfor
Parkinson’s sygdom og vil derfor vare vigtig 1 mange ar fremover.

Der kan medsendes en redegerclse med begrundelse for, hvorfor ansegeren finder, at betingelserne i offentlighedslovens §§ 12 og 13 for at ngte aktindsigt er til.tede.
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DYREFORS@GSTILSYNET Sag nr.: 2013—-15-2934-00784
(udfyldes af Dyreforsegstilsynet)

Afsnit C—skema nr.C 7

Der skal anvendes et st afsnit C—skema for hver forsegstype/forspgsraekke

Beskriv forsaget generelt: (Denne del af ansagningen skal kunne forstds af ikke fagfolk og skal omfatte: A) En beskrivelse af forsegets formal. B)
En redegerelse for, at tilsvarende viden kun kan opnas ved a1vendelse af levende dyr (B1) og ikke kan opnis ved mindre belastende undersogelser
(B2) eller ved anvendelse af ferre dyr (B3). C) En kort redegerelse for antagelsen om, at forseget er til vasentlig gavn. D) En beskrivelse af
samtlige indgreb, der anskes foretaget pa dyrene, herunder en udferlig beskrivelse af den belastning, dyrene herved udszttes for.)

Gastric bypass operation i rotter. A) Det overordnede formél er at studere effekter af fedmeoperation (gastric bypass) i en
dizt induceret fed rottemodel. Roux—en—Y (RYGB) metoden kombinerer reduktion af mavesazkken med en delvis
frakobling af tyndtarmen. RYGB er i mennesker den mest anvendte metode og er serdeles effektiv mod sveer overvagt og
kan kurere stofskiftesygdomme forbundet med svar overvagt som f.eks. type 2 diabetes allerede inden efterfelgende
vagttab ses. B1) Det er nedvendigt at anvende en dyremodel for at opna viden om operationens virkning i en intakt
levende organisme. Signalvejene der er indvolverede i resultatet af en fedmeoperation er et sammenspil mellem mange
organer og hjernen, og denne viden kan kan ikke opnds i en ikke—levende model eller simuleres. B2) Fedmeoperationen
RYGB betragtes som den mest effektfuide i bdde mennesker og dyr og benyttes derfor mest hyppigt. Der er ingen
alternative eller mindre belastende operationer eller behandlinger, som ville kunne bruges til at beskrive effekterne af
RYGB. Belastningen af de beskrevne dyreforseg ma betragtes som verende af moderat karakter. B3) Antallet af dyr vil til
enhver tid vurderes og reduceres pa baggrund af statistiske analyser.

C) Kendskab til de mekanismer som ligger bag de gavnlige effekter af RYGB vil vare sardeles vardifuldt for forskningen
i og udviklingen af nye anti—fedme behandlinger, optimeringen of operationsteknikkerne og for langtidseffekterne af
fedmeoperationer. Lykkedes det endvidere at identificere mekanismen bag den helbredende effekt pa type 2 diabetes, og
hvis kendskabet til denne mekanisme kan bruges til at kurere diabetes uden brug af operation, vil det antagelig
fundamentalt ndre pa behandlingen af denne sygdom. Dette vil radikalt bedre helbredstilstanden og forbedre
livsudsigterne for millioner af mennesker verden over.

D) Den egentlige RYGB omfatter dels en reduktion af mavesakkens sterrelse samt en &ndring af tarmsystemet siledes, at
maden passerer fra den formindskede maveszk og direkte ind i tyndtarmen uden om tolvfingertarmen, der sé i stedet
munder ud lengere nede i tyndtarmen.

RYGB: Fer operationen: Fra 7 dage for operationen enkeltopstaldes dyrene i bure der opfylder krav om sterrelse og
miljoberigelse og tilbydes de fire forste dage energidrik som supplement til normal foder og vand ad libitum som
tilveenning men kun energidrik og vand ad libitum de sidste to dage. Dyrene fastes evt. 24 timer for operationen, siledes at
de i denne periode kun har adgang til vand.

Operationsdagen: Der gives veskebehandling umiddelbart inden og efter operationen. Der opstartes antibiotika og
smertestillende behandling. Selve operationen foregar under fuld bedevelse. Operationen foregir som en aben operation,
hvor der abnes ind til bughulen under sterile forhold. Ferst deles tyndtarmen ca. 30 cm modsat maveszkkens retning fra
det sted, hvor tyndtarmen passerer under tyktarmen. Dernast laves et lille hul i tyndtarmen ca 10 cm. lengere mod
blindtarmens abning og forbindes til abningen i tyndtarmen af den ende der kommer fra mavesazkken. Nu deles
mavesazkken ved hjzlp af en kombineret skerende og klipsende tang, saledes kun ca. 5% forbliver i forbindelse med
spisereret. Der laves nu en lille 8bning i den resterende del af maven, der sidder i forbindelse med spisereret. Denne
abning forbindes til 4bningen i den endnu lese ende af tyndtarmen. Saledes passerer maden nu fra spisereret via de 5%
maveszk og direkte ned i tyndtarmen uden om tolvfingertarmen. Den sterste del af mavesakken sidder nu i enden af
tolvfingertarmen uden forbindelse fra spisereret. Herfra passerer nu galde og sekret fra bugspytkirtlen ud i tyndtarmen.
Denne ndring i passagevejen for fade og galde kaldes en Roux—en—Y slynge, hvilket har givet navn til operationen. Til
sidst lukkes dbningen i bughulen helt ud til og med huden.

Forste uge efter operationen: Dyrene gér enkeltopstaldet og tilbydes i op til 7 dage udelukkende energidrik samt
almindeligt drikkevand ad libitum. Der gives derudover dagligt vaskebehandling, antibiotisk behandling samt
smertestillende behandling si lenge den veterinare vurdering tilsiger det.

Efter forste postoperative uge: Almindeligt foder kunne tildeles i optrappende mangder fra ca fem dage efter operationen.
Dyrene vil i denne fase ikke have behov for smertestillende behandling. Safremt et dyr fortsat 10 dage efter operationen
har behov for smertestillende behandling ma operationskomplikation mistznkes og dyret vil blive aflivet, hvis tilstanden
ikke hurtigt bedres med eksempelvis fa dages yderligere antibiotisk behandling. Det er nu muligt at opstalde dyrene parvis.
Da disse dyr typisk indgar direkte i testtofforseg, vil enkeltopstaldningen typisk bibeholdes, da meget pracise
observationer af vand og foderindtag er vigtige (varigheden er typisk kortvarigt 1-7 dage eller over 2—4 uger, men kan i
meget sjzldne tilfalde vare i op til 8 uger).

Placebo—operation (sham): Det vil vere nedvendigt at operere en gruppe dyr som kontrolgruppe for de udferte RYGB dyr.
Her vil RYGB operationen blive udfert uden @ndringer pé tarmens forleb, men med udferelse af tarmkirurgi (adskillelse
efterfulgt af resuturering pa samme sted). Efter RYGB kan der foretages dosering med teststoffer for at vurdere om det
pagazldende teststof har effekt pa operationens virkning i rotten. Behandlingen med teststof foregar typisk enten kortvarigt




(1-7 dage) eller over 2—4 uger, men kan i meget sjzldne tilfelde vare i op til 8 uger. Teststoffer doseres enten via munden
i maveszkken med en sonde (peroralt), under huden (subkutant), i muskelvev (intramuskulrt), i blodbanen (intravengst)
eller i bughulen (intraperitonealt). I nogle tilfelde kan teststoffer enskes doseret via en osmotisk minipumpe sa gentagne
stik undgas. Pumpen placeres subkutant under anastesi og efterfelgende smertelindring, hvorved der frigives teststof
kontinuerligt i optil 4 uger. Minipumpen frigiver teststoffet subkutant. En ny pumpe kan om nedvendigt indlegges for at
vedligeholde eksponering af teststof. Under eventuelle behandlingsforleb eiler som led i orale glukose tolorancetests vil
det veere nedvendigt at udtage mindre blodprever fra halespidsen eller tungevenen pa bevidste dyr, som anvendes til
maling af relevante parametre, der kan bidrage til bedemmelse af bestemte indholdsstoffer i blodet eller bestemmelse af
teststofkoncentrationen. Efter RYGB kan det veere nedvendigt at MRI scanne dyrene op til en gang ugentligt, for at fa et
mal for kropssammensatning. Dette vil afslere om teststoffer har den tilsigtede virkning. Scanningen udferes ved at
placere det vagne dyr i en perforeret plasticcylinder, hvor det fikseres skansomt. Selve scanningen tager op til 1 minut men
ofte kortere. For at vurdere teststoffers evne til at forbedre fedme—relaterede sygdomme vil det kunne komme pé tale
undervejs eller til slut i forseget at undersege dyrenes glucosetolerance (dyrenes evne til at optage og deponere sukker).
Glucosetolerancen vil blive vurderet ved enten at sprejte en steril glucose—oplesning ned i maven via en sonde gennem
munden. Testen indebzrer at dyrene er let fastede natten over (50% af dagligt foderindtag). Efter sukkerindgift udtages
lebende sma blodpraver (op til 10 stk) i lobet af maksimalt 5 timer. Mngden af udtaget blod vil vere lille og indenfor det
anbefalede. Ved endt maling vil dyrene igen blive tilbudt foder.

Efter RYGB kan det vzere relevant at kigge pa spiseadferd da operationen medferer regulering af appetitfunktion. Derfor
kan dyrene placeres i et system der konstant monitorerer fode/drikkevandsindtag og motorisk aktivitet elektronisk. Dyrene
gér i deres egne kasser, men spiser og drikker evt. via en kanal i burets side, der er tilpasset dyrets sterrelse. Dyrene kan
her monitoreres over lengere tid (op til 8 uger) og tilbydes enten normal eller kalorierig diet saledes de kan trffe et valg.
Dette kan geres samtidigt for at vurdere om dyrene har ndret deres fodertypepraference. Der anseges om tilladelse til at
beholde dyr i op til 6 maneder efter RYGB under hensyntagen til de humane endepunkter beskrevet andetsteds.
Redegpreise for den pa dyrene péforte belastning: Til trods for de anforte forholdsregler skennes den pa de opererede dyr
pafarte belastning at vere betydelig. I forbindelse med operationen vil savel et degns faste for operationen, ubehag og
risikoen for tarmslyng eller infektion i den ferste tid efter operationen vre de primare elementer i den samlede
belastning. Det additive ubehag i forbindelse med eventuel enkeltopstaldning, faste, evt. blodprevetagning, MRI scanning
samt eventuelle gentagne stik i forbindelse med dosering vurderes at vere let. Der vil til enhver tid blive taget alle
tilgengelige forholdsregler for at optimere forsegsdesign og derved minimere belastningen. De beskrevne indgreb er den
maksimale indvirken pa dyr i denne type forseg. I langt de fleste forseg vil indgrebene vare langt mere begransede.

Skyldes forsogene krav fra myndighed, som led i godkendelse af stof eller produkt? D Ja Nej

— hvis "Ja", beskriv nermere:

Beskriv forsegets type, art og forleb, herunder de planiagte indgreb og pavirkning af organfunktioner:
(Der vedlzgges evt. forsagsprotokol. Der angives og begrundes, hvorvidt de givne oplysninger skal hemmeligholdes.)

Oplysningerne skal ikke hemmeligholdes. De anvendte rotter er enten normale udavlede (f.eks. Sprague—Dawley) eller
indavlede (ikke genmodificerede, f.eks. Zucker obese), sidstnvnte repraesenterende dyremodeller for type—2 lignende
diabetes og/eller fedme hos mennesker. Udviklingen af mild type 2 diabetes og/eller fedme kan eventuelt enskes
fremprovokeret/accelereret gennem ndringer i kostens energisammenstning. RYGB: Rotten ligges i anstesi og
doseres med 0.1 mg/kg atropin, gjensalve, antibiotikaprofylakse (enrofloxacin 10 mg/kg/dag subcutant) samt
smertelindrende. Herefter klippes rotten pa maven og huden desinficeres med chlorhexidin. En 3 cm incision ligges i linea
alba. Tyndtarmen overskeres 30 cm aboralt for hvor duodenum / proximale jejunum passerer under colon. Jejunum abnes
ca. 3 mm 10 cm i aboral retning fra stedet hvor tarmen er delt og en anastomose laves med den orale ende af jejunum. Nu
overskares og klipses silede fundus fjernes og efterfelgende ud for den gastro—esophagale overgang, saledes at kun ca 5%
af ventriklen bevares i sammenhang med esophagus. Ventriklen ligeres til bugvaggen for at undgé rotation og den
gastro—esophagale del forbindes via en 3 mm anastomose med den aborale del af jejunum. Til sidst foretages lagvis
lukning af bugvaggen og der gives vaske subcutant. Der gives 2 dages postoperativ smertebehandling samt antibiotika.
Dyrene tilses dagligt og vejes for at felge deres trivsel. Da disse dyr typisk indgar direkte i testtofforseg, vil
enkeltopstaldningen typisk bibeholdes, da meget pracise observationer af vand og foderindtag er vigtige (varigheden er
typisk kortvarigt 1-7 dage eller over 2—4 uger, men kan i meget sjaldne tilfzlde vare i op til 8 uger). Efter RYGB kan der
foretages dosering med teststoffer af en eller flere dages varighed (op til 8 uger) for at vurdere om det pageldende teststof
eller operationen har effekt i rotten. Teststoffer doseres enten via munden i mavesakken med en sonde (peroralt), under
huden (subkutant), i muskelvav (intramuskulert), i blodbanen (intravenest) eller i bughulen (intraperitonealt). I nogle
tilfzelde kan teststoffer pnskes doseret via en osmotisk minipumpe si gentagne stik undgas. Pumpen placeres subkutant via
et 1 cm snit der efterfolgende sutureres. Indgrebet foregdr under anzstesi og efterfolgende smertelindring. Pumpen frigives
teststof kontinuerligt i op til 4 uger. En ny pumpe kan om nodvendigt indlegges for at vedligeholde eksponering af
teststof. Efter RYGB kan det vare nedvendigt at udtage blodprever gentagende gange fra halespidsen eller tungevenen
uden bedevelse. Punktering af tungevene foretages med 19-21G kanyle. Blodpreverne anvendes til maling af relevante
parametre, der kan bidrage til bedemmelse af bestemte analytter i blodet eller bestemmelse af teststofkoncentrationen
(PK/PD). For at vurdere teststoffers evne til at forbedre fedme-relaterede sygdomme vil det kunne komme p4 tale
undervejs eller til slut i forseget at undersgge dyrenes glukose tolerance ved en oral glukose test. Glukose tolerancen vil
blive vurderet ved at give en steril glukose—oplesning med en sonde gennem munden. Testen indeberer at dyrene er let
fastede natten over (50% af dagligt foderindtag) eller fuld fastede i op til 5 timer for sukkerindgift. Efter sukkerindgift
udtages labende sma blodprever 1 op til 5 timer (faste tidspunkter fra en time for sukker gives til 4 timer efter).
Belastningen ved disse malinger vil vere let til moderat og af kort varighed. Mangden af udtaget blod vil vaere langt
indenfor de acceptable grenser for maksimal blodvolumen der kan udtages (<10%). Ved endt maling vil dyrene igen blive
tilbudt foder. Efter RYGB kan det vaere nedvendigt at MRI scanne dyrene op til en gang ugentligt, for at fa et generelt mél
for kropssammensatning (fordeling af fedt og muskelvay). Dette vil afslare om teststoffer har den tilsigtede virkning,
Scanningen udferes ved at placere det vgne dyr i en perforeret plasticcylinder, hvor det fikseres skansomt. Selve




scanningen tager op til 1 minut men ofte kortere.

Belastningsgraden:

Ubehag Moderat —beskriv: RYGB: Der vil sandsynligvis vare kvalme og ubehag i maven bade
umiddelbart postoperativt samt i efterforlabet ved hurtig fedeindtagelse.
Evt. kan der introduceres yderligere ubehag ved:
Foder—induceret og/eller indavlet type—2 diabetes/fedme. Enkeltopstaldning
(varigheden er typisk kortvarigt 1-7 dage eller over 2-4 uger, men kan i meget
sjzldne tilfelde vare i op til 8 uger). Sondedosering. Indleggelse af osmotisk
minipumpe under bedavelse/smertelindring. Indlzggelse af kroniske katetre
under bedgvelse/smertelindring. Terst eller injektion med LiCl i forbindelse
med smagsaversionstest.

Lidelse Moderat ~beskriv: De postoperative gener samt det ubehag der kan forekomme ved for
. hurtig fedeindtagelse og den relativt langvarige opstaldning i enkeltbure
skennes sammenlagt at kunne fere til moderat lidelse. Eventuelle gentagne
injektioner eller de eventuelle yderligere operative indgreb kan ligeledes
bidrage til den samlede lidelse der opleves af dyret.

Smerte [ et - beskriv: Undgas eller begrenses i videst muligt omfang og der gives
betydelig smertestillende behandling. Pa trods af dette kan det ikke udelukkes
at dyrene vil opleve smerte i det postoperative forleb, ligesom de dyr som
udvikler komplikationer — eventuelt efter at smertebehandlingen er ophert —
sandsynligvis vil opleve smerte for det klinisk bliver benbart at
komplikationer er indtradt. Vantrivsel (lidelse) i forbindelse med forsegene er
dog ikke foreneligt med brugbare resultater, hvorfor dyr straks termineres.
Punktering af kar i halespidsen eller tungevenen med lancet samt IP/IV/IM
dosering kan opleves som kortvarig smerte hos dyret.

Pivirket bevaegelsesfrihed D Ja Nej - hvis "Ja", beskriv:

Pafores varigt mén Ja [ Nej — hvis "Ja", beskriv: Genetisk betinget eller foder—-induceret fedme eller
type—2 diabetes i mild til moderat grad.
Operationen medferer en permanent &ndring af forholdene i
mave-tarmsystemet. Det kan medfere ubehag ved fedeindtagelse i "for store
mengder" ad gangen.

Belastningens varighed Lmngerevarende Varighed ¢ Maneder

Aflives i bedevelsen (uden pi noget tidspunkt at veere vagnet op efter forsegets indledning): D Ja Nej

Beskriv den anvendte anzstesi for hver dyreart:

Rotte:
Inhalationsanastesi: Isofluran/O2 inhalation (2-4%).

Beskriv den pitznkte smertebehandling og anden lindrende behandling for hver dyreart:

Rotte:

0.05 mg/Kg buprenorphine (Vetergesic) SC tre gange dagligt (hver 8. time) gives pa dagen for operation sammen med 5
mg/kg Carprofen (Rimadyl) SC QD. Dette fortsttes i yderligere 37 dage. Antibiotisk behandling gives fra operationen
og i mindst 1 uge frem. Vaskebehandling gives i det postoperative forleb og denne fordeles over 3 subkutane injektioner
dagligt i tre dage.

Angiv de velferdsmessige kriterier (humane endpoints) for afbrydelse af forseget for hver dyreart:

Rotte: Primzrt en veterinzr helhedsvurdering med fokus pa om dyret som helhed retter sig efter operationen med fokus pé
hydreringsgrad, urinproduktion, fecesafgang, udseende, aktivitetsniveau og &delyst. Aflivning vil altid blive foretaget
umiddelbart ved vagttab >20% over kort tid (>30% i overvagtige dyr) eller ved manglende fadeindtag eller feecesafgang
7 dage efter operationen. I alle tilflde af lidelsesvoldende komplikationer til operationen aflives dyret straks.

Angiv aflivningsmetoden for hver dyreart:

Rotte:

Overdosis pentobarbital eller CO2/02 inhalation.

Perfusionsfiksering hvis hjerne eller andre organer udtages til grundig histologisk undersggelse:

Neuroleptanalgesi (Fentanyl 0,21;mg/kg SC, fluanisone 6,75 mg/kg SC, midazolam 3,375 mg/kg SC) eller
pentobarbital+lidokain IP (50 mg/kg IP) efterfulgt af komplet afbledning ved opklipning af venstre hjertekammer og hgjre




forkammer og perfundering af blodbanen med fiksativ leveret med pumpe.

Beskriv pasningen af og tilsyn med dyrene, herunder s@rlige foranstaltninger ved tilsyn:

Hos alle opererede dyr fores skarpet observation, serligt i den forste uge efter operation. I den ferste uge vejes dyrene
dagligt og vurderes mindst 3 gange dagligt af erfazent personale. Dyrene vil ogsa jevnligt blive vurderet af veterinzr,
hvilket vil ske i alle tilfelde, hvor personale har mistanke om komplikationer eller betydende smerter trods behandling.
Den anvendte fremgangsmade, inklusive pre— og postoperative forholdsregler er adapteret under vores samarbejde med
en forskergruppe med stor erfaring i procedurerne (1). 1) Chambers AP et al. Similar effects of roux—en—Y gastric bypass
and vertical sleeve gastrectomy on glucose regulation in rats, Physiol Behav. 2011 Nov 30;105(1):120-3

Dyreart og antal pr. ir:

(Der gnskes en redegarelse for valget af dyreart. Sifremt der patenkes anvendt genetisk modificerede dyr, skal der indgives s®rskilt anspgning
herom i henhold til lov om kloning og genmodificiering af dyr, mv. Ansegeren skal i sa fald anvende et G-skema for hver variant. Safremt der
patznkes anvendt klonede dyr, skal indgives serskilt ansagning herom i henhold til lov om kloning og genmodificering af dyr mv. Ansegeren skal
1 54 fald anvende et F-skema for hver gruppe af klonede dyr.)

Rotter:
300 dyr

Onsket varighed af tilladelsen til det beskrevne forseg angivet i antal dr:  §
— begrund:

Denne forsagsprotokol er af generel betydning for forskningen i endnu ukendte effekter af fedmeoperationen gastric
bypass RYGB. Udsigten til at finde egnede leegemiddelkandidater som kan kurrere svar overvagt eller
stofskiftesygdomme forbundet med svar overvagt som f.eks. type 2 diabetes er langvarige. Virksomheden forventes at
vare kontinuerligt involveret i arbejde af denne karakter.

Der kan medsendes en redegorelse med begrundelse for, hvorfor ansegeren finder, at betingelseme i offentlighedslovens §§ 12 og 13 for at nzgte aktindsigt cr tilstede.
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DYREFORSOGSTILSYNET Sag nr.: 2013—-15-2934-00784
(udfyldes af Dyreforsegstilsynet)

Afsnit C-skema nr.C 8

Der skal anvendes et st afsnit C-skema for hver forsegstype/forsogsrekke

Beskriv forseget generelt: (Denne del af anspgningen skal kunne forstds af ikke fagfolk og skal omfatte: A) En beskrivelse af forsegets formal. B)
En redegprelse for, at tilsvarende viden kun kan opnis ved anvendelse af levende dyr (B1) og ikke kan opnés ved mindre belastende undersegelser
(B2) eller ved anvendelse af ferre dyr (B3). C) En kort redegerelse for antagelsen om, at forseget er til vesentlig gavn. D) En beskrivelse af
samtlige indgreb, der enskes foretaget pa dyrene, herunder en udferlig beskrivelse af den belastning, dyrene herved udszttes for.)

A) Det overordnede formal er at evaluere og validere en in vivo model for Alzheimers sygdom. Alzheimer's sygdom (AD)
er en neurodegenerativ sydgom, som oftest resulterer i lengerevarende institutionalisering efterfulgt af deden. Pa
nuvarende tidspunkt forefindes kun meget fi og mangelfulde behandlingsformer til patienter med denne sygdom. AD er
karakteriseret af progressivt hukommelsestab, deponering af beta—amyloid peptider 1 hjernevavet, tab af hjerneceller samt
en mangde andre patologiske forandringer. Deponeringen af beta—amyloid peptider menes at vare central for udviklingen
af den neuropatologi, som er karakteristisk ved AD, og som fordrsager patientens gradvise forvarring. Formalet med disse
studier er at undersoge stoffers evne til at forebygge eller modvirke beta—amyloid deponering i hjernen i genetisk
(transgen) musemodel for AD, som udviser denne type af patologi. Sadanne stoffer kunne siledes tenkes at have
forebyggende eller betydelig sygdoms—modificerende effekt i AD patienter. B1) Det er nedvendigt at anvende en
dyremodel for at opnd viden om teststoffers virkning i en intakt levende organisme, da bade adferd og mange fysiologiske
hendelser styres af et komplekst samspil af biologiske og kemiske processer, som ikke kan genskabes i reagensglasforsag.
Omsztningen af teststoffets virkning pa hjernen samt samspillet med andre organer er en viden der ikke kan opnis i en
ikke—levende model eller simuleres i en cellekultur. B2) In vivo forseg er afgerende for eventuelle kognetive forbedringer
der ville kunne translateres direkte til humane neurodegenerative sygdomme. B3) Antallet af dyr vil til enhver tid vurderes
og reduceres pé baggrund af statistiske analyser.

C) Der vil i de kommende &r ske en markant stigning i udviklingen primert aldersrelateret hjenesygdomme pga den &ldre
befolkningstilvakst. De preparater der aktuelt anvendes til behandling af for eksempel ADAD har ringe effekt og mange
bivirkninger. Det vil derfor vere til stor gavn at forske indenfor dette omrade med henblik pa udvikling af nye effektive og
sikre leegemidler. Forseg med transgene mus er essentielle i vores biologiske forstdelse af svaere neurodegenerative
sygdomme som AD. Vi har derfor valgt at arbejde med en anerkendt og validreret transgen dyremodel der udviser mange
af de humane hukommelsproblemer man ser hos AD patienter. De adferdstest vi vil benytte knytter sig til
hukommelsespecifik analyse og er sammenlignelige med tilsvarende hukommelsesfunktioner i mennesker. D) Dyrene
opstaldes i bure der opfylder krav om sterrelse og miljeberigelse. Forud for adfeerdsforsegene kan der foretages dosering
med teststoffer af en eller flere dages varighed (op til 6 méneder) for at vurdere om det pigzldende teststof har effekt pa
indleering over tid. Teststoffer doseres enten gennem munden med en sonde, under huden eller i muskelvaev. Det generelle
forleb af forsegene er at dyrene doseres med teststof og efter et passende tidsrum underseges dyrene ved en af de
nedennzvnte ikke—invasive tests. Disse tests er opdelt i adfzerdstests, kognitive tests samt test for motorisk aktivitet.
Undervejs i forlabet vil dyrene gennemg en eller flere adfardstests da en enkel test ikke altid giver et fuldt billede af
adferdsforandringer. Desuden vil der blive anvendt test-stoffer der enten fremmer eller hemmer hukommelsen hos dyr
for at validere de enkelte adfzrdstest. Behandling med teststof kan variere fra en enkelt behandling til gentagen
behandling over en periode (maksimalt 6 méneder). Under dette behandlingsforleb udtages der evt. mindre blodpraver fra
halespidsen pa vagne dyr, som anvendes til méling af relevante analytter, der kan bidrage til bedemmelse sygdomsforlabet
og/eller teststofkoncentrationen. Adferdstest omfatter test af indlringsevne og hukommelse ligesom dyrenes generelle
motorisk evner vurderes. Fear conditioning: Til undersegelse af musenes hukommelsesfunktion bruges "kontekst-relateret
frygt indlaering" Dyret skal her huske, at et bestemt milje er forbundet med ubehag. Det inkluderer en test hvor musen
udsettes for et meget kortvarigt elektrisk sted kombineret med en hej ringetone (55dB). Stedet er ubehagelige for dyret,
men pa ingen méde farligt. Dyret fjernes nu i en periode og nar dyret igen sttes tilbage vil den here samme lyd, men ikke
fa elektrisk sted. Saledes kan det pa dyrets adfzerd ses om den kan forbinde lyd med oplevelsen af sted (effekten betegnes
for konditionering). Passive avoidance: Formalet med denne opgave er at teste sted—genkendelse. Dyret placeres iet
appararat der har en merk boks og en lys boks. Da mus foretrekker merke rum vil de foretreekke at veere i denne boks.
Herinde vil der kunne gives en kortvaring, hej tone (55 dB) samtidig med at et kortvarigt elektrisk sted gives. 24 timer
senere placeres dyret i den lyse boks igen, og man méler nu pé den tid det tager for dyret gér ind i den merke boks. Har
dyret ingen hukommelsesproblemer eller sget hukommelsesfunktion vil det kunne huske at der var et ubehag med den
merke boks, og vil derfor vente leengere tid med at ga ind igen. Jo lngere tid dyret er om at ga ind i den merke boks, jo
bedre kan det huske. T-maze foot shock avoidance test: I denne hhukommelses/indlzringstest placeres dyret i en kasse
udformet som et T med en lang gang hvor der er indlagt en afskeermingsvaeg i bunden samt to arme med en mal-boks i
hver ende af armene. Dyret placeres i bunden. I den ferste arm dyret gar ud i far den et stod fra gulvet. Nar dyret nu igen
placeres i T'et males det hvor hurtigt den lerer at den skal gé til den modsatte side og derved undga siden der giver sted.
Novel object test: I denne hukommelses/indleringstest placeres musen i et omrédde med to objekter som den fér lov at
undersege. Efter 24 timer re—introduceres dyret til testen, men denne gang er det ene objekt skiftet ud med et andet og
dyret skal nu kunne huske at det tidligere har set det ene objekt. Jo mere tid dyret bruger pé at undersoge det nye objekt (i
forhold til den kendte objekt) desto bedre hukommelse. Motoriske forsag vil udgeres af en roterende pind som dyret skal
balancere pa eller simple malinger af dyrets aktivitetsnivean i dets eget bur eller et specialdesignet testbur. I disse forsag
underseges effekt af testtoffer pa motorisk funktion sésom balance—evne og aktivitetsniveau. Disse malinger kan foretages
ved at undersege dyrets evne til at balancere pé en roterende pind (rotarod) eller mélinger af dyrets aktivitetsniveau via
fotoceller monteret i dyrets eget bur eller et testbur. Dyret kan endvidere filmes under testen og filmen efterfolgende




analyseres. De kraftigste belastninger af dyret anses derfor at vare behandling med teststof og med aktivitets—fremmende
eller ~-he@mmende stoffer. Ved de forskellige adfzrdstest er der en overordnet indleringsfase med daglige tests efterfulgt
af en lengere hvilepause (typisk 2—5 dage) hvorefter dyrene testes igen. Samlet set vil en adfeerdstest af en given
overordnet type, typisk have en varighed pa 2 til 21 dage. Dyr, der testes i et testsystem, kan godt testes efterfelgende iet
andet forudsat at der er minimum 14 dages pause imellem to uathangige tests. Under enkelte adferdstests er det
nedvendigt at dyret enkeltopstaldes (i op til 21 dage hvor adferdsforsegene laves) da stress—pavirkningen ved at blive
taget fra sit hjemmebur og gen—introduceres til flokken gentagende gange samme dag forventes at veere sterre end ved
enkelt opstaldning i den periode som adfrdstesten forventes at paga. Da stress kan pavirke forsegene er det vigtigt at
belastningsgraden for det enkelte dyr er s& ens som mulig. Redegerelse for den pa dyrene péaferte belastning:
Belastningsgraden af adfzrdstests vurderes til at medfere let til moderat grad af ubehag (under fear-condition test) og let
smerte ved elektrisk sted i foden. Hvis et dyr ikke har bevaget sig efter 30 sekunder fjernes det omgéende. Da der hurtigt
gribes ind skennes testen kun at medfere let ubehag. Det er ikke forlignelig med dette forsag at smertebehandle
dyrene.Det additive ubehag i forbindelse med tests, evt. enkeltopstaldning, samt eventuelle gentagne stik i forbindelse med
dosering vurderes at vare let, da der tages alle tilgengelige forholdsregler for at optimere forsegsdesign og derved
minimere belastningen og hele tiden lade dyrene kunne bevage sig frit.

Skyldes forsegene krav fra myndighed, som led i godkendelse af stof eller produkt? [I Ja Nej

— hvis "Ja", beskriv n&ermere:

Beskriv forsagets type, art og forleb, herunder de planlagte indgreb og pavirkning af organfunktioner:
(Der vedlzgges evt. forsagsprotokol. Der angives og begrundes, hvorvidt de givne oplysninger skal hemmeligholdes.)

Oplysningerne skal ikke hemmeligholdes.

De anvendte mus er enten normale udavlede eller genmodificerede (transgene) APP/PS1 mus (se G3 anspgning).
Sidstn@vnte reprasenterer en dyremodel for AD hos mennesker. Forud for adfrdsforseg kan der foretages dosering med
teststoffer af en eller flere dages varighed (op til 6 maneder) for at vurdere om det pageldende teststof har effekt pa
hukommelse og indlzring. Teststoffer doseres enten peroralt, subkutant, intramuskulart, intravenest eller intraperitonealt.
Behandlingen med teststof foregar typisk over 3—5 uger, men kan i meget sjzldne tilfelde vare i op til 6 méneder, idet
hukommelsesfremmende stoffer kan have en langsomt virkende effekt. Hukommelsesfunktion kan enskes nedsat med
hukommelseshemmende stoffer eller forbedret med stoffer med pro—kognitiv effekt som enten eger hukommelsesevnen
eller modvirker effekten af et hukommelseshemmende stof. I de motoriske tests kan dyret behandles med stoffer som
enten fremmer eller hemmer dyrets hukommelsesfunktion og motorisk aktivitet. Under behandlingsforlebet kan det veere
nedvendigt at udtage blodpraver gentagende gange fra halespidsen uden bedgvelse. Blodpreverne anvendes til méling af
relevante parametre, der kan bidrage til bedemmelse sygdomsforlebet og/eller teststofkoncentrationen. Dyrene vil blive
udsat for en eller op til tre tests, da en enkelt test ikke altid giver et fuldt billede af hvor robust hukommelsesfunktionen er
i dyrene. Adfardstests vil kun blive udfert pa ikke—dregtige dyr der mindst er 40 dage gamle. Disse bedemmer forskellige
grader af indlzringsevne og hukommelse ligesom dyrenes overordnede motorik kan vurderes. Ved udferelsen er der en
overordnet indleringsfase med daglige tests efterfulgt af en lang hvilepause (typisk 2—5 dage) hvorefter dyrene testes igen.
Samlet set vil en adferdstest af en given overordnet type, typisk have en varighed pé 2 til 21 dage. Dyr, der testes i et
testsystem, kan godt testes efterfalgende i et andet forudsat at der er minimum 14 dages pause (‘wash—out’) imellem to
uafhzngige tests (se nedenfor). Et dyr vil ikke blive udsat for mere end maksimalt 4 adferdstest. Hukommelses test: Fear
conditioning: Til undersogelse af musene hukommelse bruges "kontekst-relateret frygt indlering”. Dyret skal her huske,
at et bestemt miljo er forbundet med ubehag. Dette opnas ved at dyret tilbringer tid i miljeet, hvorefter en tone lyder og
den fér 3 kortvarige (1 sekund) sted (0,35 mA). Stedene er ubehagelige for dyret, men pa ingen méade farlige. Musens
hukommelse for miljoet testes 2 gange i den efterfolgende maned efter indleringen ved at sztte den tilbage i miljeet (uden
at give sted) men kun varsle stadene ved tonesignalering og observere dens adferd. Passive avoidance: Formalet med
denne opgave er at teste sted genkendelse, som er en form for episodisk hukommelse, i mus. Dyret placeres i et appararat
der har en mork boks og en lys boks. Da mus foretrekker merke rum vil de treekke ind i denne boks. Herinde vil der lyde
en hej lyd (55 dB) samtidig med at et stad gives. 24 timer senere placeres dyret i den lyse boks igen, og man maler nu pa
den tid det tager for dyret gar ind i den merke boks. Har dyret ingen hukommelsesproblemer vil det kunne huske at der var
et ubehag med den merke boks. T-maze foot shock avoidance test: T-mazen bestar af en plastik—formet apperatur der er
formet som et T med en lang gang indlagt en afskeermingsveg samt to arme med en mal—boks i hver ende af armene. I
gulvet lgber der et gitter der kan afgive et mildt fodsted (0.35 mA). Desuden anvendes en ringetone pa 55 dB. Dyrene skal
[zere at skifte preeference fra den ene arm til den anden. Ved indl@ringsforseget prasenteres dyret i den lange arm bagved
en adskillelsesvaeg (start boks). Dernzst fjernes vaeggen og ringetonen lyder samtidig. 5 sekunder senere gives et mildt
fod—sted. Den ferste arm musen dernzst gar ind i bliver betegnet som "forkert” for den mus. Der vedblives at give et
fod—sted indtil musen gar ind i den anden arm der betegnes som den "korrekte" arm. S snart dyret er i den korrekte arm
fores musen tilbage til sit hjemmebur. Trzningen fortsetter indtil dyret laver 1 avoidance (dvs gar direkte ind i den
"korrkete" arm). Jo ferre forsog dyret skal bruge for at lave en enkel avoidance jo bedre indl®ring. 1 uge senere kan man
male retention"(genkaldelseshukommelsen). Musene fortsztter treningnem men denne gang slutter den ikke for at dyret
har opnéet et kriterie fx 5 korrekte besog ud af 6 forseg. Jo feerre forsog forend kriteriet er opnaet jo bedre
langtidshukommelse (working memory). Novel-object test: et bent omrade (open field) med to objekter placeret i
testomradet. Dyret skal starte med at afsege to ens objekter i 3—5 minutter. Dernzst fjernes dyret og genindsttes i
arenaen efter 24 timer. Denne gang er det ene objekt skiftet ud med et andet og dyret skal nu kunne huske at det har set det
ene objekt for. Jo mere tid dyret bruger pa at undersage det nye objekt desto bedre hukommelse. Motoriske forseg: I disse
forsog undersoges effekt af testtoffer pi motorisk funktion sisom balanceevne og aktivitetsniveau. Disse malinger kan
foretages ved at undersgge dyrets evne til at balancere pé en roterende pind (rotarod) eller mélinger af dyrets
aktivitetsniveau via fotoceller monteret i dyrets eget bur eller et testbur. Dyret kan endvidere filmes under testen og filmen
efterfolgende analyseres. De kraftigste belastninger af dyret anses derfor at vere behandling med teststof og med aktivitets
fremmende eller ha#mmende stoffer.




Belastningsgraden:

Ubehag Moderat — beskriv:  Belastningsgraden af adferdstests vurderes generelt til at medfore
let til moderat grad af ubehag (under fear—condition test) og let smerte ved et
kortvarigt elektrisk sted i foden. Enkeltopstaldning i op til 21 dage. Evt.

sondedosering.

Lidelse Ingen = beskriv: Begraenses eller undgés i videst muligt omfang da vantrivsel
(lidelse) i forbindelse med adferdstest ikke er foreneligt med palidelige
forsegsresultater.

Smerte [ et = beskriv: - Punktering af kar i halespidsen med lancet samt IP/IV/IM dosering

kan opleves som kortvarig lidelse hos dyret.
Enkeltopstaldning under T-maze adferdsforsgg samt mild smerte ved sted i
foden (0.35 mA) i 1 sekund gentagende gange under indlering.

Pavirket bevagelsesfrihed I:] Ja Nej  —hvis "Ja", beskriv:

Pifores varigt mén [X] Ja Nej — hvis "Ja", beskriv:  Genetisk betinget hukommelsesproblemer
Y

Belastningens varighed Kortvarigt Varighed (2 Méneder
Aflives i bedevelsen (uden pa noget tidspunkt at veere viignet op efter forsegets indledning): D Ja Nej

Beskriv den anvendte anzstesi for hver dyreart:

Det vil ikke vaere nedvendigt at ligge dyrene i anastesi

Beskriv den patznkte smertebehandling og anden lindrende behandling for hver dyreart:

Det vurderes ikke nedvendigt at smertedeekke dyrene

Angiv de velferdsmassige kriterier (humane endpoints) for afbrydelse af forsaget for hver dyreart:

Primert en veterin@r helhedsvurdering med fokus p4 om dyret som trives med fokus pa hydreringsgrad, urinproduktion,
feecesafgang, udseende, aktivitetsniveau og @delyst. Aflivning vil altid blive foretaget umiddelbart ved vagttab >20% over
kort tid eller ved manglende fodeindtag eller feecesafgang 7 dage .

Angiv aflivningsmetoden for hver dyreart:

Mus:

Overdosis pentobarbital eller CO2/02 inhalation.

Perfusionsfiksering hvis hjerne eller andre organer udtages til grundig histologisk undersogelse:

Neuroleptanalgesi (Fentanyl 0,21;mg/kg SC, fluanisone 6,75 mg/kg SC, midazolam 3,375 mg/kg SC) eller
pentobarbital+lidokain IP (50 mg/kg IP) efterfulgt af komplet afbledning ved opklipning af venstre hjertekammer og hgjre
forkammer og perfundering af blodbanen med fiksativ leveret med pumpe.Der skal eventuelt ogsa udtrekkes
serebrospinalvaske fra rygmarven efter CO2/02 inhalation, men dyret aflives ved nakketrzk lige umiddelbart efter,

Beskriv pasningen af og tilsyn med dyrene, herunder s®rlige foranstaltninger ved tilsyn:

Dyrene passes efter dyrestaldens forskrifter med minimum et dagligt tilsyn og dyrene vejes minimum 1 x ugentlig. Der
fores som minimum javnligt veterinart tilsyn med dyrene, ellers efter behov.

Dyreart og antal pr. ir:

Der onskes en redegerelse for valget af dyreart. Safremt der patenkes anvendt genetisk modificerede dyr, skal der indgives sarskilt ansegning
1erom i henhold til lov om kloning og genmodificiering af dyr, mv. Ansageren skal i sa fald anvende et G—skema for hver variant. Safremt der
atenkes anvendt klonede dyr, skal indgives szrskilt ansogning herom i henhold til lov om kloning og genmodificering af dyr mv. Ansegeren skal
sa fald anvende et F-skema for hver gruppe af klonede dyr.)

[ransgene mus: (skema G udfyldt)
200

Insket varighed af tilladelsen til det beskrevne forseg angivet i antal ar: 5
- begrund:

Denne forsggsprotokol er af generel betydning i udvalgelsen og udviklingen af legemiddelkandidater indenfor AD og vil
lerfor vaere vigtig i mange &r fremover.




Der kan medsendes en redegerelse med begrundelse for, hvorfor ansegeren finder, at betingelscrne i offentlighedslovens §§ 12 og 13 for at n&gte aktindsigt cr tilstede.
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DYREFORSOGSTILSYNET Sag nr.: 2013—15-2934—-00784
(udfyldes af Dyreforsegstilsynet)

Afsnit G—skema nr.G 1

Ansogning om tilladelse til anvendelse af GENETISK MODIFICEREDE DYR, jfr. lov om kloning og genmeodificering, i forbindelse med
dyreforssg.

Skemaet anvendes for forseg, der er beskrevet nzrmere i ansegningens Afsnit C — skema nr.: Afsnit C 8

Dyreart Mus Musculus | Genkode Tg(APPswe,PSEN1dE9)85Dbo

Stammebetegnelse Beskrevet genetisk modifikation Andet
CS57/black 6J/APP/PS1
Ved andet, beskriv. Dobbelt transgen mus med en kimarisk mus/human amyloid precursor
protein (Mo/HuAPP695swe) og en mutant human presenilin 1 (PS1-dE9) (transgene insertion
85, David R Borchelt)

Oprindelse/Leverander The Jackson Laboratory (via MMRRC, Mutant Mouse Regional Resource Center, National Institute
of Health, USA)

Beskriv, hvorfor det skennes nedvendigt eller formalstjenligt for forseget at anvende genmodificerede dyr

Vi forsker blandt anden indenfor Alzheimers sygdom. Den anferte model er en valideret transgen model indenfor
Alzheimersforskningen og vi ensker derfor at gere brug af denne i forbindelse med undersegelse af nye potentielle
leegemidler til behandling af Alzheimers syge. Vi ensker at undersgge eventuelle indlerings— og hukommelsesmassige
forbedringer ved hjzlp af anerkendte adfeerdsmodeller. Desuden enskes musene anvendt til farmakokinetiske studier, isaer
med henblik pa optagelse og fordeling i hjernen. Dette gares for at kunne fastleegge en sikker dosis af stof ved senere
kliniske afprevninger.

Beskriv de molekylzre og fysiologiske @ndringer som forventes i homo— og heterozygoter (Herunder snskes oplysning om nedsat
levedygtighed, nedsat fertilitet, fosterdad, neonatal mortalitet og adfaerdszendringer.)

Det humaniseret transgene allel (Mo/HuAPP695swe) medvirker til en dannelse af det humane A-beta peptid. Den
inkluderet “swedish” mutation (K595N/M596L) foroger mangden af A—-beta produktionen i kombination med det
transgene humane mutant protein presenilin (PS1—-dE9). Disse genetiske mutationer bevirker at musene ved seks—syv
méneders alderen ophober beta—amyloid plaques i hjernen der er forbundet med gradvis indtreeden af
hukommelsesvanskeligheder. Desuden fir ca 55% af musene epileptiske anfald omkring 4.5 maneders alderen der kan
males ved video—EEG. I forbindelse med de epileptiske anfald forventes der en mortalitetsrate pa mellem 10—15% op til
38% afhning af den genetiske baggrund.

Beskriv eventuelt fzenotypiske 2ndringer som forekommer i homo/heterozygoter

De transgene mus udtrykker hgjt niveau af humant Alzheimer beta—amyloid precursor protein (Abeta—APP) i hjernen.
Musene far en mindre forandring i halen grundet deres genetiske baggrund

Specificer og beskriv sygelighed eller anden belastning al dyrenes velfzerd fremkaldt af den genetiske modifikation

Indl®rings— og hukommelsesbesvar. Musene kan udvise en hgj grad af epileptiske anfald mélt ved video—EEG. Ca 25 %
udviser ved 3 méaneders alderen mindst 1 anfald. Dette stiger med alderen til omkring 55 %. I forbindelse med de
epileptiske anfald forventes der en mortalitetsrate pa op til 38 %10-15%.

Specificer og vurder den mulige ekstra belastning, som opstar pa grund af, at det pateenkte forseg, der beskrives i Afsnit C, skema nr. ,
udferes p genetisk modificerede dyr

Ingen udover hvad der er beskrevet i skema C. Det kan evenetuelt forventes at transgene mus kommer til at opleve flere
sted i fobindelse med enhkelte adfaerdstest end deres vildtype grundet deres indleringsproblemer.

Anfer de dyrevernsmassige forholdsregler der agtes iveerksat for at imedega disse belastninger

Hvis et dyr i indl@ringsfasen udviser en under forventelig preestation i en aversiv adfeerdsmodel vil dyret blive betragtet
som en out-lier og udga af eksperimentet. Pa denne méde vil dyret ikke komme til at lide unedigt overlast.




