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Titel
I Studie av blodkaristillvaxt och utmognande i ratthornhinnor l
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Syftet med forsoket (enligt artikel 5 Direktiv 2010/63/EU)
| a. Grundforskning. !

Syftet for forsdket(enligt artikel 5 Direktiv 2010/63/EU)

Syftet med forsdket ar att studera handelseforloppet - i tid och rum — avseende de sma blodkéarlens tillvéxt och utmognad efter
skada pa homhinna. Man kommer att faststélla tidpunkten for en sérskild form av karldelning samt identifiera vilka celler som
medverkar i processen. Dessutom kommer man att analysera forandringen av genuttrycket i den lokala vdvnaden, och pa sé¢
identifiera olika genfamiljer vilkas uttryck korrelerar med kérldelning. Efter det att de ansvariga generna har identifierats, kommer
iman att mata deras uttryck och nivaer i vavnaden. Man kommer att studera dkningen altemativt hdmningen av karldelningen och
utmognaden genom att tillféra lakemedel som hdmmar kdrlens mogningsprocess samt antikroppar mot dessa dmnen.

Beskriv forsokets mal (de vetenskapliga fragorna, eller de vetenskapliga, kliniska behoven som ska métas)

Syftet med dessa férsdk ar att utforska faktorer som kontrollerar de sma karlens utmognad. Denna utmognad tros vara en av de

viktigaste orsaker varfor de nuvarande blodkarlshammande lakemedlen misslyckas att under langre tid forhindra karitillvaxten

som sker vid dgonsjukdomar och cancer. Vi har nyss utvecklat en ny metod for att studera karlnybildning och utmognad pa det

enskilda blodkérlets niva. Denna metod gér det méjligt att for forsta gangen isolera specifika faktorer som kontrollerar blodkarlens

utmognad. Vidare &r det mdjligt att med denna teknik folja effekten av stimulerande eller hdammande substanser pa blodkariens

utveckling in vivo

De vetenskapliga fragestdliningarna som skall besvaras &r:

1. Vilken ar den optimala tidpunkten for karldelning i var modell, och under vilka omsténdigheter férekommer detta pa det mest
effektiva sattet?

2. Vilka proteiner eller antikroppar har férmagan att bromsa eller snabba pa kérldelning, och vilken administreringsvag ar den
basta for karinybildning i hornhinnan?

3. Vilka specifika geners och genfamiljers uttryck férandras i den karinybildade vavnaden nar karidelning sker, och vilken ar
den genetiska tidsramen for detta?

4. Ar skillnademna i genuttrycket signifikanta, och i s4 fall for vilka gener? Reflekteras dessa forandringar i proteinniva?

Med dessa forsok vill vi utforska vilka mekanismer som kan orsaka den resistensutvecklingen som vi idag ser mot nuvarande

blodkérishdmmande behandlingar (anti-VEGF behandling), och férhoppningsvis identifiera nya malproteiner och nya mekanismer

for att hdmma eller férdroja denna resistens. ]

Vilka potentiella nyttor forvdantas komma ur férsoket (vilka vetenskapliga framsteg kommer att nas, hur kan méanniskor
eller djur dra nytta av forsoket)?

Vi vill f& battre forstaelse for blodkarlens tillvaxt och utmognad. Dessutom énskar vi finna nya kandidatmolekyler, gener och
mekanismer, som &r specifika for karldelningen och som inte &r beroende av den potentiella tillvaxtfaktorn VEGFA. Detta sk.
kunna leda till nya behandlingsalternativ for anti-VEGF resistenta blodkarl i 6gat eller i tumérer, och pa sa satt forhindra eller
férdréja blindhet och dodlighet i cancer.

Vilka arter ska anvéndas, och hur manga djur?
Upp till 520- Wistar hanrattor + 30 Sprangue Dawley

Vilka ar de férvantade negativa effekterna pa djuren och vilken ar den férvantade svarhetsgraden?

Infektion eller inflammation (men dessa kan behandlas). Den kirurgiska proceduren &r skonsam, och den postoperativa
uppfoljningen ar kort samt att efter operationen ges djuren smartlindring. Mattlig svarighetsgrad.
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3R-aspekter
1. Ersétta (Replace)

Beskriv varfér djur maste anvandas och varfér djurfria alternativ inte kan anvandas

Forsoken riktar sig mot dynamiska foréndringar i blodflédet och blodkarlen. Dessa forandringar sker endast med befintligt
blodfiéde i en fysiologisk miljé. Blodfiddets egenskaper som mekaniskt tryck samt blodceller och tillvéxtfaktorer kravs, vilka inte
kan reproduceras in vitro.

Otillfredstéllande forsok har gjorts att studera dessa processer i cellodlingar, men en sa komplicerad process som bildning av ett
blodkarl kraver studier pa djur dar alla faktorer och omsténdigheter finns narvarande.

2. Begransa (Reduce)

Forklara hur man har forsékrat sig om att anvanda sa fa djur som mgjligt.

Upprepade longitudinella undersékningar in vivo genom konfokal mikroskop kraver farre djur for att dokumentera
blodkérlsdelningsprocessen. Dessutom kommer man att anvanda samma djur for in vivo undersékningarna och for
infargningarna. Man kommer att anvénda det minsta méjliga antalet djur som behdvs for att samla de hornhinneprover for att fa
adekvat mangd RNA (3 rattor per homhinneprov). Vi kommer ockséa att anvanda experimentella grupperingar, med 3-6 djur for
varje undersokningstillfalle, som ar det minsta som krévs for att astadkomma tillforlitliga resultat analyser och statistiska tester.

3. Forfina (Refine)

Forklara valet av art och varfor den valda djurmodellen ar den mest forfinade. Beskriv de insatser som gjorts for att minimera véifardskostnaderna
for djuren.

Vi anvénder rattor eftersom den specifika sorten av karlutmognad som vi kommer att studera har aldrig tidigare observerats i
andra arter. Man siktar pa att forfina studiema genom att anvénda icke-invasiva bildundersdkningar (fotografier och konfokal
mikrosopi), anvandning av antidot till anestesi, kort kirurgisk tid och kort undersékningstid, adekvat anvéndning av lokal
beddvning och smartlindring, anvandning av endast ett 6ga per djur, placering av suturen pa den perifera delen av homhinnan, sa
drabbar inte den centrala synen. Vidare far djuren bobyggnadsmaterial, gémslen och andra aktivitetsstimulerande tillbehér s att
de far en stimulerande miljé. Vid behandlingar och sévning sker hanteringen av djuren under lugna, varma och humana former.

Foljande ska fyllas i av namnden

Forsoket ska utvarderas i efterhand [Jua E Nej

Eventuella tillagg eller &ndringar som nadmnden har beslutat






