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2 9 ~UQ. 10\7 Aanvraag 
Projectvergunning Dierproeven 
Administratieve gegevens 

u bent van plan om een of meerdere dierproeven uit 
te voeren. 
Met dit formulier vraagt u een vergunning aan voor 
het project dat u wilt uitvoeren. Of u geeft aan wat u 
in het vergunde project wilt wljzigen. 
Meer informatie over de voorwaarden vindt u 
op de website www.zbo-ccd.nl of in de toellchting 
op de website. 
Of bel met 0900-2800028 (10 ct/min). 

1 Gegevens aanvrager 
1.1 Heeft u een 

deelnemernummer van de 
NVWA? 

1.2 

1.3 

1.4 

Neem voor meer informatie 
over het verkrijgen van een 
deelnemernummer contact 
op met de NVWA. 

Vul de gegevens in van de 
instellingsvergunninghouder 
die de projectvergunning 
aanvraagt. 

Vul de gegevens van het 
postadres in. 
Aile correspondentie van de 
CCD gaat naar de 
portefeuil/ehouder of diens 
gemachtigde en de 
verantwoorde/ijke 
onderzoeker. 

Vul de gegevens in van de 
verantwoordelijke 
onderzoeker. 

1.5 (Optionee/) Vul hier de 
gegevens in van de 
plaatsvervangende 
verantwoordelijke 
onderzoeker. 

IJ~~Ua > Vu/ uw deelnemernummer in I 10300 

I D Nee > U kunt geen aanvraag doen 

Naam instelling of 
organisatie 

Naam van de 
portefeuillehouder of 
diens gemachtigde 

l Stichtlng Katholieke Universiteit Nijmegen 

Instantie voor dierenwelzijn 

I 
KvK-nummer __j 4 o 5 5 6 2 9 

Straat en huisnummer ! G.e_e.rLGLQQteg...,l e...,i n-'=======-------"2~9;L_ __ 
Postbus . : 91Qb t.a.v. COL, __________ _ 

Postcode en plaats 1_65.0.DI:tB · Nijme.g""en._._ ___ _ 

IBAN ~NL90ABNA0231209983 

Tenaamstelling van het I 
rekeningnummer ! UMC St Radboud 

(Tltel) Naam en 

Functie 

Afdeling 

Telefoonnummer 

E-mailadres 

0 Dhr. 0 Mw. 
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1.6 (Optionee/) Vul hier de (Titel) Naam en ID Dhr. 0 Mw. 
gegevens in van de persoon 
die er verantwoordelijk voor 
Is dat de uitvoering van het 
project In overeenstemmlng 
is met de projectvergunnlng. 

1. 7 Is er voor deze 
projectaanvraag een 
gemachtigde? 

E-mailadres i instantievoordierenwe~zijn@radbo_u_d_u_m_c._n_l ________ _ 

110 Ja > Stuur dan het lngevulde formu/ier Melding Machtlglng mee met deze aanvraag 

jQ Nee 

2 Over uw aanvraag 

2.1 

2.2 

Wat voor aanvraag doet u? 

Is dit een wijziging voor een 
project of dierproef waar al 
een vergunning voor 
verleend is? 

2.3 Is dit een melding voor een 
project of dierproef waar al 
een vergunning voor Is 
verleend? 

I ~ Nieuwe aanvraag > Ga verder met vraag 3 

II D Wljzlging op (verleende) vergunning die negatieve gevolgen kan hebben voor het 
dlerenwelzijn 

I Vul uw vergunde projectnummer 
; in en ga verder met vraag 2.2 , 

i D Melding op (verleende) vergunning die geen negatieve gevolgen kan hebben voor het 
! dierenwelzijn 

I Vul uw vergunde projectnummer 
in en ga verder met vraag 2.3 

Dl Ja > Beantwoord dan In het projectplan en de niet-technlsche samenvatting aileen 
de vragen waarop de wijziging betrekking heeft en onderteken het 

~----~a~a~n~v~ra~a=gform=u~lle~r~------
D Nee > Ga verder met vraag 3 

D Nee > Ga verder met vraag 3 

0 Ja > Geef hier onder een toelichting en ga verder met vraag 6 

3 Over uw project 

3.1 

3.2 

3.3 

3.4 

Wat is de geplande start- en 
einddatum van het project? 

Wat is de titel van het 
project? 

Wat is de tltel van de nlet­
technische samenvatting? 

Wat is de naam van de 
Dierexperimentencommissie 
(DEC) aan wie de 
instellingsvergunninghouder 
doorgaans haar projecten ter 
toetsing voorlegt? 

_S_ta_rt_d_at_um.:.:._ ___ --'_2_ 5 ___ o 9 _ 2 o _1_ 7 ___ _ 

Einddatum 0 1 -0 4 2 0 2 0 

I 
i Examining the synaptic plasticity and epigenetic of ventral hippocampus due to emotiona 
'---------
1 

I_ Morfine-gerelateerde emotioneel geheugen en plasticiteit In de hippocampus 

Naam DEC --------
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4 Betaalgegevens 

4.1 Om welk type aanvraag 
gaat het? 

0 Nieuwe aanvraag Projectvergumiing ( 1.035,00 

: 1:) Wljziging €: Lege 

Lege 

4.2 Opw~~w~e~~ud~ ~:D~~V~~~e~e~n~~=n~m~a~l~~~e~i~n~~~s~s~o~----------------------
bedrag aan de CCO I 11J Na ontvangst van de factuur 
voldoen. 
Bij een eenmalige incasso 
geeft u toestemming aan 
de CCD om eenmalig het 
bij 4.1 genoemde bedrag af 
te schrijven van het bij 1.2 
opgegeven 
rekeningnummer. 

5 Checklist bijlagen 
5.1 Welke bijlagen stuurt u 

mee? 
Ve Iicht 

[!] Projectvoorstel 

1!1 Niet-technische samenvatting 

Overige bijlagen, indien van toepassing 
·~--------

0 Melding Machtiging 

(!] OEC-advies en factuurinformatie 

6 Ondertek~ning 

6.1 Print het formulier uit, 
onderteken het en stuur 
het inclusief bijlagen via de 
beveiligde e-mailverbinding 
naar de ceo of per post 
naar: 

Centrale Commissie 
Oierproeven 
Postbus 20401 
2500 EK Den Haag 

Ondertekening door de instellingsvergunninghouder of gemachtigde (zie 1.6). De 
ondergetekende verklaart: 

• dat het projectvoorstel is afgestemd met de Instantie voor Dierenwelzijn. 

• dat de personen die verantwoordelijk zijn voor de opzet van het project en de 
dierproef, de personen die de dieren verzorgen en/of doden en de personen die de 
dierproeven verrichten voldoen aan de wettelijke eisen gesteld aan deskundigheid en 
bekwaamheid. 

• dat de dieren worden gehulsvest en verzorgd op een wijze die voldoet aan de eisen 
die zijn opgenomen In bijlage III van richtlijn 2010/63/EU, behalve in het 
voorkomende geval de in onderdeel F van de bijlage bij het bij de aanvraag gevoegde 
projectvoorstel gemotlveerde uitzonderingen. 

• dat door het ondertekenen van dit formulier de verplichting wordt aangegaan de leges 
te betalen voor de behandeling van de aanvraag. 

dat het formulier volledig en naar waarheid is ingevuld. 

Naam 

Functie ! Instantie voor dierenwelzijn 

Plaats I Nijmegen 

Datum 2 5 - 0 8 -
~~~------~---

Handtekening 
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� 7KLV IRUP VKRXOG EH XVHG WR ZULWH WKH SURMHFW SURSVDO RI DQLPDO
SURFHGXUHV�
� 7KH DSSHQGL[ 
GHVFULSWLRQ DQLPDO SURFHGXUHV
 LV DQ DSSHQGL[ WR
WKLV IRUP� )RU HDFK W\SH RI DQLPDO SURFHGXUH� D VHSDUDWH DSSHQGL[

GHVFULSWLRQ DQLPDO SURFHGXUHV
 VKRXOG EH HQFORVHG
� )RU PRUH LQIRUPDWLRQ RQ WKH SURMHFW SURSRVDO� VHH RXU
ZHEVLWH�ZZZ�]ER�
FFG�QO��
� 2U FRQWDFW XV E\ SKRQH ���������������

>;@ %DVLF 5HVHDUFK
>@ 7UDQVODWLRQDO RU DSSOLHG UHVHDUFK
>@ 5HJXODWRU\ XVH RI URXWLQH SURGXFWLRQ
>@ 5HVHDUFK LQWR HQYLURQPHQWDO SURWHFWLRQ LQ WKH LQWHUHVW RI KXPDQ RU DQLPDO KHDOWK RU ZHOIDUH GLHU
>@ 5HVHDUFK DLPHG DW SUHVHUYLQJ WKH VSHFLHV VXEMHFWHG WR SURFHGXUHV

2.
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>@ +LJKHU HGXFDWLRQ RU WUDLQLQJ
>@ )RUHQVLF HQTXLULHV
>@ 0DLQWHQDQFH RI FRORQLHV RI JHQHWLFDOO\ DOWHUHG DQLPDOV QRW XVHG LQ RWKHU DQLPDO SURFHGXUHV

6XPPDU\�

,Q WKLV SURMHFW ZH ZLOO IRFXV IRU WKH ILUVW WLPH RQ WKH YHQWUDO KLSSRFDPSDO PHFKDQLVPV DVVRFLDWHG ZLWK PRUSKLQH�LQGXFHG DVVRFLDWLYH DQG HPRWLRQDO
PHPRU\� :H K\SRWKHVL]H WKDW PRUSKLQH DV D VWLPXOXV LQGXFLQJ HPRWLRQDO VWDWH FRXOG HQWDLO FKDQJHV LQ YHQWUDO KLSSRFDPSDO QHXURSODVWLFLW\� 7R ORRN
LQWR WKHVH LVVXHV� ZH H[DPLQHG KRZ PRUSKLQH�LQGXFHG FRQWH[WXDO PHPRU\ DIIHFWV QHXUDO DFWLYLW\ RI WKH YHQWUDO KLSSRFDPSXV� )RU WKLV� ORQJ�WHUP
SRWHQWLDWLRQ �/73� DV D FRPSHOOLQJ PRGHO IRU VWXG\LQJ WKH V\QDSWLF FKDQJHV LQ WKH VWUHQJWK RI LQWHUQHXURQDO FRQQHFWLRQV ZLOO DQDO\]HG DQG LW ZLOO EH
EDVHG RQ WKH FKDQJHV LQ DPSOLWXGH DQG VORSH RI H[FLWDWRU\ SRVW V\QDSWLF UHVSRQVHV �(363�� )XUWKHUPRUH� WKH HIIHFW RI PRUSKLQH�LQGXFHG FRQGLWLRQHG
SODFH SUHIHUHQFH RQ HSLJHQHWLF PRGLILFDWLRQ RI JHQHV� '1$ PHWK\ODWLRQ� LQ WKH YHQWUDO KLSSRFDPSXV ZLOO VWXGLHG�

$ VPDOO QXPEHU RI GUXJV DQG FKHPLFDO DJHQWV FDQ FRPH WR FRQWURO KXPDQ EHKDYLRU E\ SURGXFLQJ D VWDWH FDOOHG DGGLFWLRQ �+\PDQ� 0DOHQND� 	 1HVWOHU�

������ $GGLFWLRQ LV D FRPSOH[ GLVHDVH SURFHVV RI WKH EUDLQ WKDW UHVXOWV IURP UHFXUULQJ GUXJ LQWR[LFDWLRQ DQG LV PRGXODWHG E\ JHQHWLF� GHYHORSPHQWDO�

DQG HQYLURQPHQWDO IDFWRUV �*ROGVWHLQ 	 9RONRZ� ������ 7KH JRDOV RI WKH DGGLFWHG SHUVRQ EHFRPH QDUURZHG WR REWDLQLQJ� XVLQJ� DQG UHFRYHULQJ IURP

GUXJV� GHVSLWH IDLOXUH LQ OLIH UROHV� PHGLFDO LOOQHVV� ULVN RI LQFDUFHUDWLRQ� DQG RWKHU SUREOHPV� $Q LPSRUWDQW FKDUDFWHULVWLF RI DGGLFWLRQ LV LWV VWXEERUQ

SHUVLVWHQFH �+VHU� +RIIPDQ� *UHOOD� 	 $QJOLQ� ����� 0F/HOODQ� /HZLV� 2
EULHQ� 	 .OHEHU� ������ 2SLDWHV VXFK DV PRUSKLQH DUH DPRQJ WKH PRVW ZLGHO\

FRQVXPHG GUXJ RI DEXVH �3RXOHWW\� ������ 0RUSKLQH FXUUHQWO\ VHUYHV DV WKH PRVW HIIHFWLYH SDLQ UHOLHYHU DQG LV IUHTXHQWO\ SUHVFULEHG IRU PRGHUDWH WR
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VHYHUH SDLQ� EXW WKH FOLQLFDO XWLOLW\ RI PRUSKLQH FDQ RIWHQ DOWHU WKH FHQWUDO SDLQ UHODWHG V\VWHPV DQG LV KDPSHUHG E\ WKH GHYHORSPHQW RI WROHUDQFH�

GHFUHDVHG DQDOJHVLF HIIHFW RI WKH GUXJV� DQG SK\VLFDO DQG HYHQ SV\FKRORJLFDO GHSHQGHQFH� D EHKDYLRUDO VWDWH UHTXLULQJ FRQWLQXHG GRVH WR DYRLG D

VHULHV RI DYHUVLYH ZLWKGUDZDO V\QGURPHV IROORZLQJ WKH ORQJ�WHUP XVDJH RI WKH GUXJV �2
EULHQ� ������ 'UXJ DGGLFWLRQ FDQ EH XQGHUVWRRG DV D

SDWKRORJLFDO VXEYHUVLRQ RI QRUPDO EUDLQ OHDUQLQJ DQG PHPRU\ SURFHVVHV VWUHQJWKHQHG E\ WKH PRWLYDWLRQDO LPSDFW RI GUXJ DVVRFLDWHG VWLPXOL� OHDGLQJ

WR WKH HVWDEOLVKPHQW RI FRPSXOVLYH GUXJ�VHHNLQJ KDELWV� 6XFK KDELWV HYROYH WKURXJK D FDVFDGH RI FRPSOH[ DVVRFLDWLYH SURFHVVHV ZLWK 3DYORYLDQ DQG

LQVWUXPHQWDO FRPSRQHQWV WKDW PD\ GHSHQG RQ WKH LQWHJUDWLRQ DQG FRRUGLQDWLRQ RI RXWSXW IURP VHYHUDO VRPHZKDW LQGHSHQGHQW QHXUDO V\VWHPV RI

OHDUQLQJ DQG PHPRU\� HDFK FRQWULEXWLQJ WR EHKDYLRUDO SHUIRUPDQFH �5REELQV 	 (YHULWW� ������� 5HFHQWO\� WKH PROHFXODU SDWKZD\V RI OHDUQLQJ DQG

PHPRU\ RQ WKH RQH KDQG� DQG RI GUXJ DGGLFWLRQ RQ WKH RWKHU� KDYH FRQYHUJHG� 7KH\ DUH DFFRPSDQLHG E\ DOWHUDWLRQV LQ QHXUDO SODVWLFLW\ DW

JOXWDPDWHUJLF V\QDSVHV �-RQHV� .RUQEOXP� 	 .DXHU� ����� 1LFROD� 6XUPHLHU� 	 0DOHQND� ������ /HDUQLQJ DQG PHPRU\ DUH WKRXJKW WR EH HQFRGHG E\

FKDQJHV LQ WKH XVDJH RI LQWHUQHXURQDO FRQQHFWLRQV� ,Q RWKHU ZRUGV� V\QDSVHV WKDW H[SHULHQFH IUHTXHQW XVH ZLOO EH VWUHQJWKHQHG� ZKHUHDV WKRVH WKDW

UHFHLYH OHVV XVH DUH ZHDNHQHG� ,Q WKLV ZD\� DQ H[SHULHQFH �ZKLFK UHVXOWV LQ DFWLYDWLRQ RI SDWKZD\V DQG LQFUHDVHG V\QDSWLF ³XVH´� PD\ SURGXFH D

ORQJ�ODVWLQJ HQKDQFHPHQW RI FRPPXQLFDWLRQ EHWZHHQ QHXURQV LQ WKRVH SDWKZD\V �UHVXOWLQJ LQ D PHPRU\�� /RQJ�WHUP SRWHQWLDWLRQ �/73� KDV EHHQ WKH

PRVW FRPSHOOLQJ PRGHO IRU VWXG\LQJ WKH V\QDSWLF EDVLV RI XVH�GHSHQGHQW FKDQJHV LQ WKH VWUHQJWK RI LQWHUQHXURQDO FRQQHFWLRQV� ,Q /73� EULHI UHSHWLWLYH

DFWLYDWLRQ RI H[FLWDWRU\ JOXWDPDWH�FRQWDLQLQJ SDWKZD\V �SURGXFHG E\ KLJK IUHTXHQF\ VWLPXODWLRQ� RU WHWDQXV� OHDGV WR DQ LQFUHDVH LQ WKH VWUHQJWK RI

JOXWDPDWH V\QDSVHV WKDW ODVWV PDQ\ KRXUV LQ EUDLQ VOLFHV DQG HYHQ IRU ZHHNV LQ LQWDFW DQLPDOV��%OLVV 	 /¡PR� ����� )RQVHFD� 1lJHUO� 0RUULV� 	

%RQKRHIIHU� ����� 'UXJV RI DEXVH PRGLI\ /73 LQ GLIIHUHQW DUHDV RI WKH PHVRFRUWLFROLPELF V\VWHP� RQH RI WKH PDMRU VXEVWUDWHV RI GUXJV RI DEXVH �

(YHULWW HW DO�� ����� 0DPHOL HW DO�� ������ 'UXJ�LQGXFHG DOWHUDWLRQV LQ /73 KDYH EHHQ SURSRVHG WR EH LPSRUWDQW IDFWRUV OHDGLQJ WR FRPSXOVLYH GUXJ

LQWDNH WKDW WKH\ ZRXOG IDFLOLWDWH E\ UHQGHULQJ GUXJ WDNLQJ LPSHUPHDEOH WR FKDQJHV �.DXHU 	 0DOHQND� ������ �/73 ZDV ILUVW GHPRQVWUDWHG LQ WKH

KLSSRFDPSXV� ZKLFK ZDV SDUW RI WKH UHDVRQ WKDW /73 ZDV VSHFXODWHG WR XQGHUOLH PHPRU\ IRUPDWLRQ �%OLVV� &ROOLQJULGJH� 	 0RUULV� ������

7KH KLSSRFDPSXV LV D EUDLQ UHJLRQ DVVRFLDWHG ZLWK OHDUQLQJ DQG PHPRU\ �(YHULWW 	 5REELQV� ������ 7KH URGHQW KLSSRFDPSXV FRQVLVWV RI DW OHDVW WZR

GLVWLQJXLVKDEOH SDUWV� GRUVDO DQG YHQWUDO� EDVHG RQ WKH QHXUDO FRQQHFWLRQ ZLWK WKH FRUWH[ DQG VXEFRUWLFDO QXFOHL �0DUXNL� ,]DNL� 1RPXUD� 	 <DPDXFKL�

������ 5HJLRQDO GLIIHUHQFHV EHWZHHQ WKH GRUVDO DQG YHQWUDO UHJLRQV ZLWK UHVSHFW WR QHXURFKHPLFDO DQG QHXURSK\VLRORJLFDO SURSHUWLHV KDYH DOVR EHHQ

UHSRUWHG �,]DNL� 7DNLWD� 	 1RPXUD� ����� 3DSDWKHRGRURSRXORV 	 .RVWRSRXORV� ������ 7KH GRUVDO KLSSRFDPSXV LV SDUWLFXODUO\ LPSRUWDQW IRU VSDWLDO

PHPRU\ �0RVHU� 0RVHU� )RUUHVW� $QGHUVHQ� 	 0RUULV� ����� ZKHUHDV WKH YHQWUDO SRUWLRQ LV LQYROYHG LQ DVVRFLDWLYH PHPRU\ DQG HPRWLRQDO PHPRU\ �

6DKD\ 	 +HQ� ������� (PRWLRQDO PHPRU\ LV D VSHFLDO FDWHJRU\ RI PHPRU\ LQYROYLQJ WKH LPSOLFLW �XQFRQVFLRXV� OHDUQLQJ DQG VWRUDJH RI LQIRUPDWLRQ

DERXW WKH HPRWLRQDO VLJQLILFDQFH RI HYHQWV �/H'RX[� ������ 7KH FRQGLWLRQHG SODFH SUHIHUHQFH �&33� DQLPDO PRGHO KDV EHHQ XVHG H[WHQVLYHO\ LQ
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DGGLFWLRQ UHVHDUFK WR VWXG\ HPRWLRQDO PHPRU\ DQG FRQWH[W�PHGLDWHG GUXJ UHZDUG DQG LWV H[WLQFWLRQ �7]VFKHQWNH� ������ ,Q WKLV PRGHO� WKH DQLPDO

OHDUQV WR DVVRFLDWH DQ HQYLURQPHQWDO FRQWH[W ZLWK RSLDWH UHZDUG� 3DUWLFXODUO\� GUXJ DGPLQLVWUDWLRQ LV SDLUHG ZLWK RQH FRQWH[W� ZKLOH VDOLQH

DGPLQLVWUDWLRQ LV SDLUHG ZLWK DQRWKHU FRQWH[W� &33 GHYHORSV ZKHQ DQ DQLPDO VSHQGV PRUH WLPH LQ WKH FKDPEHU DVVRFLDWHG ZLWK D GUXJ RI DEXVH WKDQ

LQ WKH FKDPEHU DVVRFLDWHG ZLWK VDOLQH �%DUGR 	 %HYLQV� ������

7KH KLSSRFDPSXV KDV WKUHH ZHOO�VWXGLHG V\QDSWLF SDWKZD\V� ILUVW� WKH SHUIRUDQW SDWKZD\ ZKLFK V\QDSVHV RQWR WKH JUDQXOH FHOOV LQ WKH GHQWDWH J\PV�

VHFRQG� WKH JUDQXOH FHOOV ZKLFK VHQG D[RQV �WKH PRVV\ ILEHUV� WKDW V\QDSVH RQ WKH S\UDPLGDO FHOOV LQ WKH &$� UHJLRQ RI WKH KLSSRFDPSXV� DQG WKLUG�

WKH S\UDPLGDO FHOOV LQ &$� ZKLFK VHQG H[FLWDWRU\ �6FKDHIIHU� FROODWHUDOV WR WKH S\UDPLGDO QHXURQV LQ WKH &$� UHJLRQ RI WKH KLSSRFDPSXV� (DFK RI

WKHVH WKUHH PDMRU V\QDSWLF SDWKZD\V FDQ XQGHUJR /73� EXW WKH SRWHQWLDWLRQ KDV GLIIHUHQW SURSHUWLHV DQG SHUKDSV D GLIIHUHQW PHFKDQLVP DW GLIIHUHQW

VLWHV �%URZQ� .DLULVV� 	 .HHQDQ� ����� =DOXWVN\ 	 1LFROO� ������ ,Q WKH &$� UHJLRQ DQG WKH GHQWDWH J\UXV� /73 KDV +HEELDQ FKDUDFWHULVWLFV �%URZQ HW

DO�� ������ LWV LQGXFWLRQ UHTXLULQJ FRLQFLGHQW DFWLYLW\ LQ WKH SRVW V\QDSWLF S\UDPLGDO QHXURQ DQG SUHV\QDSWLF QHXURQV� 7KLV +HEELDQ IHDWXUH HQGRZV

/73 LQ &$� ZLWK D SURSHUW\ FDOOHG DVVRFLDWLYLW\� :KHQ ZHDN VWLPXODWLRQ RI RQH LQSXW SDWKZD\ �ZKLFK LV LWVHOI LQVXIILFLHQW WR SURGXFH /73� LV WHPSRUDOO\

SDLUHG �RU DVVRFLDWHG ZLWK� VWURQJ VWLPXODWLRQ RI DQRWKHU LQSXW SDWKZD\ �FDSDEOH RI SURGXFLQJ /73�� WKH ZHDN SDWKZD\ DOVR XQGHUJRHV /73� %\

FRQWUDVW� /73 LQ WKH &$� UHJLRQ LV QRW +HEELDQ� DQG LW LV QRW DVVRFLDWLYH �&KDWWDUML� 6WDQWRQ� 	 6HMQRZVNL� ������ 7KH +HEELDQ FKDUDFWHULVWLFV RI /73 LQ

WKH &$� UHJLRQ UHVXOW IURP WKH IDFW WKDW /73 RQO\ RFFXUV LI WKH SRVWV\QDSWLF FHOO LV DFWLYH �GHSRODUL]HG� LQ FRLQFLGHQFH ZLWK WKH SUHV\QDSWLF LQSXW�

&RQYHUVHO\� GHSRODUL]DWLRQ RI WKH SRVWV\QDSWLF FHOO E\ LQWUDFHOOXODU FXUUHQW LQMHFWLRQ FDQ LQGXFH /73 ZKHQ LW LV SDLUHG ZLWK ZHDN SUHV\QDSWLF

VWLPXODWLRQ� 0D[LPDO /73 RFFXUV ZKHQ DFWLYDWLRQ RI WKH SUHV\QDSWLF DQG SRVWV\QDSWLF FHOOV LV QHDUO\ VLPXOWDQHRXV �6LHJHOEDXP 	 .DQGHO� ������

$FFXPXODWLQJ HYLGHQFH GHPRQVWUDWHV WKDW WKH KLSSRFDPSXV SOD\V D UROH LQ RSLRLG GHSHQGHQFH �5H]D\RI� =DUULQGDVW� 6DKUDHL� 	 +DHUL�5RKDQL� ������

7KH LQYROYHPHQW RI RSLRLGV LQ /73 WKH ODWHUDO SHUIRUDQW SDWK±GHQWDWH JUDQXOH FHOO V\QDSVHV KDV EHHQ UHSRUWHG ��%UHLQGO� 'HUULFN� 5RGULJXH]� 	

0DUWLQH]� ����� ;LH 	 /HZLV� ������ 6HYHUDO VWXGLHV KDYH VKRZQ WKDW FKURQLF H[SRVXUH WR PRUSKLQH RU KHURLQ OHDGV WR WKH LPSDLUPHQW RI KLSSRFDPSDO

/73 �%DR HW DO�� ����� 6DOPDQ]DGHK� )DWKROODKL� 6HPQDQLDQ� 	 6KDIL]DGHK� ����� DQG LQGXFHV FRJQLWLYH GHILFLWV� DV VKRZQ E\ SRRU SHUIRUPDQFHV RQ

PHPRU\ WDVNV RI FKURQLF RSLDWH WUHDWHG URGHQWV �*RUML� 5DVKLG\�3RXU� 	 )DWKROODKL� ����� 3X� %DR� ;X� 0D� 	 3HL� ������ )XUWKHUPRUH� 'HUULFN DQG

0DUWLQH] VKRZHG WKH LQYROYHPHQW RI RSLRLGV LQ PRVV\ ILEHU /73 LQGXFWLRQ� )LQDOO\� 6WULQJHU HW DO �'HUULFN 	 0DUWLQH]� ����� UHSRUWHG WKDW PRUSKLQH

KDG QR HIIHFW RQ WKH PDJQLWXGH RI /73 LQ WKH &$� UHJLRQ RI KLSSRFDPSDO VOLFHV� EXW DWWHQXDWHG /73 LQ YLYR �)DNLUD HW DO�� ����� :HQ HW DO�� ������ �,W

ZDV IRXQG WKDW /73 ZDV VOLJKWO\ LPSDLUHG LQ QDwYH SUHQDWDO PRUSKLQH H[SRVXUH UDWV �7DQ HW DO�� ������ ,Q RWKHU UHVHDUFK LW ZDV VKRZQ WKDW DFXWH LQ�

YLYR PRUSKLQH DGPLQLVWUDWLRQ LQGXFHV WKH ORQJ�WHUP SRWHQWLDWLRQ �0RU�/73� RI ILHOG H[FLWDWRU\ SRVWV\QDSWLF SRWHQWLDOV DW WKH SUHIURQWDO FRUWH[�WR�
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QXFOHXV DFFXPEHQV VKHOO V\QDSVHV �=KHQJ HW DO�� ������ +HQFH� LQ YLYR PHDVXUHPHQW RI /73 LV HVVHQWLDO WR XQGHUVWDQG WKH SK\VLRORJLFDO FKDQJHV

XQGHUO\LQJ PRUSKLQH�UHODWHG HPRWLRQDO PHPRULHV�

,W LV VXJJHVWHG WKDW GUXJ�LQGXFHG QHXUDO SODVWLFLW\ GULYHV ORQJ�WHUP EHKDYLRUDO DEQRUPDOLWLHV WKURXJK �FKDQJHV LQ JHQH H[SUHVVLRQ LQ EUDLQ UHZDUG

UHJLRQV �&KDR 	 1HVWOHU� ����� 1HVWOHU� ������ +RZHYHU� WKH PROHFXODU PHFKDQLVPV XQGHUO\LQJ GUXJ�LQGXFHG DOWHUDWLRQV LQ JHQH H[SUHVVLRQ DUH VWLOO

XQNQRZQ� $FFXPXODWLQJ HYLGHQFH KDV GHPRQVWUDWHG WKDW HSLJHQHWLF PRGLILFDWLRQV� LQFOXGLQJ KLVWRQH DFHW\ODWLRQ DQG '1$ PHWK\ODWLRQ� SOD\ DQ

LPSRUWDQW UROH LQ JHQH UHJXODWLRQ LQGXFHG E\ DGGLFWLYH GUXJV �7V\WV\NRYD HW DO�� ������ '1$ PHWK\ODWLRQ RFFXUV E\ WUDQVIHU RI D PHWK\O JURXS IURP

6�DGHQRV\O PHWKLRQLQH �6$0�� D XQLYHUVDO PHWK\O JURXS GRQRU LQ ELRFKHPLFDO UHDFWLRQV LQ FHOOV� WR F\WRVLQH UHVLGXHV DW WKH GLQXFOHRWLGH VHTXHQFH

&S*� DQG LV FDWDO\]HG E\ '1$ PHWK\WUDQVIHUDVHV �'107V� �7VDQNRYD� 5HQWKDO� .XPDU� 	 1HVWOHU� ������ 5HFHQW UHVXOWV KDYH LQGLFDWHG DVVRFLDWLRQV

EHWZHHQ WKH VWDWXV RI '1$ PHWK\ODWLRQ LQ WKH SURPRWHU UHJLRQ RI VHYHUDO JHQHV DQG GUXJ DGGLFWLRQ� )RU H[DPSOH� '1$ K\SHUPHWK\ODWLRQ LQ WKH

2SUP� SURPRWHU UHJLRQ ZDV GHPRQVWUDWHG LQ O\PSKRF\WHV RI IRUPHU PHWKDGRQH�PDLQWDLQHG KHURLQ DGGLFWV �1LHOVHQ HW DO�� ������ ,W ZDV IRXQG WKDW

DFXWH DQG UHSHDWHG FRFDLQH WUHDWPHQWV UHVXOWHG LQ '1$ K\SHUPHWK\ODWLRQ DQG WUDQVFULSWLRQDO GRZQUHJXODWLRQ RI WKH SURWHLQ SKRVSKDWDVH� FDWDO\WLF

VXEXQLW �3S�F� JHQH� DQG K\SRPHWK\ODWLRQ DQG WUDQVFULSWLRQDO DFWLYDWLRQ RI )RV% JHQH LQ WKH 1$F �$QLHU� 0DOLQRYVNDMD� $RQXUP�+HOP� =KDUNRYVN\� 	

.DOGD� ������ 8SUHJXODWLRQ RI '1$ PHWK\OWUDQVIHUDVH �D DQG �E DQG JOREDO '1$ K\SRPHWK\ODWLRQ ZHUH REVHUYHG LQ WKH QXFOHXV DFFXPEHQV FRUH

�1DF� RI FRFDLQH�SUHWUHDWHG UDWV �:ULJKW HW DO�� ������ +LJKHU '1$ PHWK\ODWLRQ DVVRFLDWHG ZLWK FKURQLF RSLRLG H[SRVXUH ZDV UHSURGXFHG LQ DQ

LQGHSHQGHQW FRKRUW RI RSLRLG�WUHDWHG DV FRPSDUHG WR QRQ�RSLRLG�WUHDWHG SDLQ SDWLHQWV� 7KLV VXJJHVWV WKDW RSLRLGV PD\ VWLPXODWH '1$ PHWK\ODWLRQ �

'RHKULQJ HW DO�� ����� 7ULYHGL HW DO�� ������ ,Q RSLDWH XVHUV� LQFUHDVHG PHWK\ODWLRQ RI � &S* GLQXFOHRWLGHV LQ WKH ǋ�RSLRLG UHFHSWRU JHQH � �

SURPRWHU UHJLRQ KDV EHHQ GHPRQVWUDWHG �(EUDKLPL HW DO�� ������ +RZHYHU� WKHUH KDV EHHQ QR LQYHVWLJDWLRQ VR IDU WR GHWHFW WKH JOREDO VWDWXV RI '1$

PHWK\ODWLRQ LQ WKH YHQWUDO KLSSRFDPSXV DIWHU H[SRVXUH WR PRUSKLQH LQGXFHG FRQGLWLRQHG SODFH SUHIHUHQFH�

&33�
&RQGLWLRQHG 3ODFH 3UHIHUHQFH
/73� /RQJ 7HUP 3RWHQWLDWLRQ
6$0� 6�DGHQRV\O PHWKLRQLQH

$QLHU� .�� 0DOLQRYVNDMD� .�� $RQXUP�+HOP� $�� =KDUNRYVN\� $�� 	 .DOGD� $� ������� '1$ PHWK\ODWLRQ UHJXODWHV FRFDLQH�LQGXFHG EHKDYLRUDO
VHQVLWL]DWLRQ LQ PLFH� ����� ����������
%DR� *�� .DQJ� /�� /L� +�� /L� <�� 3X� /�� ;LD� 3�� � � � 3HL� *� ������� 0RUSKLQH DQG KHURLQ GLIIHUHQWLDOO\ PRGXODWH LQ YLYR KLSSRFDPSDO /73 LQ
RSLDWHGHSHQGHQW UDW� ���� ����������
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%DUGR� 0�� 	 %HYLQV� 5� $� ������� &RQGLWLRQHG SODFH SUHIHUHQFH� ZKDW GRHV LW DGG WR RXU SUHFOLQLFDO XQGHUVWDQGLQJ RI GUXJ UHZDUG"
���� ������

%OLVV� 7� 9�� &ROOLQJULGJH� *� /�� 	 0RUULV� 5� *� ������� ,QWURGXFWLRQ� /RQJ�WHUP SRWHQWLDWLRQ DQG VWUXFWXUH RI WKH LVVXH�
������� ����

%OLVV� 7� 9�� 	 /¡PR� 7� ������� /RQJ฀ODVWLQJSRWHQWLDWLRQRI V\QDSWLF WUDQVPLVVLRQ LQ WKH GHQWDWH DUHD RI WKH DQDHVWKHWL]HG UDEELW IROORZLQJ VWLPXODWLRQ
RI WKH SHUIRUDQW SDWK� ���� ��������
%UHLQGO� $�� 'HUULFN� %� (�� 5RGULJXH]� 6� %�� 	 0DUWLQH]� -� /� ������� 2SLRLG UHFHSWRU�GHSHQGHQW ORQJ�WHUP SRWHQWLDWLRQ DW WKH ODWHUDO SHUIRUDQW
SDWK&$� V\QDSVH LQ UDW KLSSRFDPSXV� ���� ������
%URZQ� 7� +�� .DLULVV� (� :�� 	 .HHQDQ� &� /� ������� +HEELDQ V\QDSVHV� ELRSK\VLFDO PHFKDQLVPV DQG DOJRULWKPV�
���� ��������
&KDR� -�� 	 1HVWOHU� (� -� ������� 0ROHFXODU QHXURELRORJ\ RI GUXJ DGGLFWLRQ� � ��������
&KDWWDUML� 6�� 6WDQWRQ� 3� .�� 	 6HMQRZVNL� 7� -� ������� &RPPLVVXUDO V\QDSVHV� EXW QRW PRVV\ ILEHU V\QDSVHV� LQ KLSSRFDPSDO ILHOG &$� H[KLELW
DVVRFLDWLYH ORQJ�WHUP SRWHQWLDWLRQ DQG GHSUHVVLRQ� ���� ��������
'HUULFN� %�� 	 0DUWLQH]� -� ������� 2SLRLG UHFHSWRU DFWLYDWLRQ LV RQH IDFWRU XQGHUO\LQJ WKH IUHTXHQF\ GHSHQGHQFH RI PRVV\ ILEHU /73 LQGXFWLRQ�

���� ����������
'RHKULQJ $� 2HUWHO %*� 6LWWO 5� /|WVFK - ������ &KURQLF RSLRLG XVH LV DVVRFLDWHG ZLWK LQFUHDVHG '1$ PHWK\ODWLRQ FRUUHODWLQJ ZLWK LQFUHDVHG FOLQLFDO
SDLQ� 3$,1� ����������
(EUDKLPL *� $VDGLNDUDP *� $NEDUL +� 1HPDWROODKL 0+� $EROKDVVDQL 0� 6KDKDELQHMDG *� .KRGDGDGQHMDG /� +DVKHPL 0 ������ (OHYDWHG OHYHOV RI '1$
PHWK\ODWLRQ DW WKH 2350� SURPRWHU UHJLRQ LQ PHQ ZLWK RSLRLG XVH GLVRUGHU� 7KH $PHULFDQ MRXUQDO RI GUXJ DQG DOFRKRO DEXVH�����
(YHULWW� %� -�� %HOLQ� '�� (FRQRPLGRX� '�� 3HOORX[� <�� 'DOOH\� -� :�� 	 5REELQV� 7� :� ������� 1HXUDO PHFKDQLVPV XQGHUO\LQJ WKH YXOQHUDELOLW\ WR
GHYHORS FRPSXOVLYH GUXJ�VHHNLQJ KDELWV DQG DGGLFWLRQ� ������� ����������
(YHULWW� %� -�� 	 5REELQV� 7� :� ������� &HQWUDO FKROLQHUJLF V\VWHPV DQG FRJQLWLRQ� ���� ��������
)DNLUD $.� 3RUWXJDO *6� &DUXVLOOR %� 0HO\DQ =� 0RUyQ -$ ������ ,QFUHDVHG 6.� FKDQQHO�PHGLDWHG QHJDWLYH IHHGEDFN RQ 10'$5 LPSDLUV V\QDSWLF
SODVWLFLW\ IROORZLQJ FRQWH[W�GHSHQGHQW VHQVLWL]DWLRQ WR PRUSKLQH� %LRORJLFDO SV\FKLDWU\ �������
)RQVHFD� 5�� 1lJHUO� 8� 9�� 0RUULV� 5� *�� 	 %RQKRHIIHU� 7� ������� &RPSHWLQJ IRU PHPRU\� KLSSRFDPSDO /73 XQGHU UHJLPHV RI UHGXFHG SURWHLQ
V\QWKHVLV� ���� ����������
*ROGVWHLQ� 5� =�� 	 9RONRZ� 1� '� ������� 'UXJ DGGLFWLRQ DQG LWV XQGHUO\LQJ QHXURELRORJLFDO EDVLV� QHXURLPDJLQJ HYLGHQFH IRU WKH LQYROYHPHQW RI WKH
IURQWDO FRUWH[� ����� ����������
*RUML� +� 0�� 5DVKLG\�3RXU� $�� 	 )DWKROODKL� <� ������� (IIHFWV RI PRUSKLQH GHSHQGHQFH RQ WKH SHUIRUPDQFH RI UDWV LQ UHIHUHQFH DQG ZRUNLQJ YHUVLRQV
RI WKH ZDWHU PD]H� ���� ��������
+VHU� <��L�� +RIIPDQ� 9�� *UHOOD� &� (�� 	 $QJOLQ� 0� '� ������� $ ���\HDU IROORZ�XS RI QDUFRWLFV DGGLFWV� ����
�������
+\PDQ� 6� (�� 0DOHQND� 5� &�� 	 1HVWOHU� (� -� ������� 1HXUDO PHFKDQLVPV RI DGGLFWLRQ� WKH UROH RI UHZDUG�UHODWHG OHDUQLQJ DQG PHPRU\�

� ��������
,]DNL� <�� 7DNLWD� 0�� 	 1RPXUD� 0� ������� &RPSDUDWLYH LQGXFWLRQ RI ORQJ�WHUP GHSUHVVLRQ EHWZHHQ GRUVDO DQG YHQWUDO KLSSRFDPSDO &$� LQ WKH
DQHVWKHWL]HG UDW� ���� ��������
-RQHV� 6�� .RUQEOXP� -� /�� 	 .DXHU� -� $� ������� $PSKHWDPLQH EORFNV ORQJ�WHUP V\QDSWLF GHSUHVVLRQ LQ WKH YHQWUDO WHJPHQWDO DUHD�

����� ����������
.DXHU� -� $�� 	 0DOHQND� 5� &� ������� 6\QDSWLF SODVWLFLW\ DQG DGGLFWLRQ� ����� ��������
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/H'RX[� -� (� ������� (PRWLRQDO PHPRU\ V\VWHPV LQ WKH EUDLQ� ���� ������
0DPHOL� 0�� +DOERXW� %�� &UHWRQ� &�� (QJEORP� '�� 3DUNLWQD� -� 5�� 6SDQDJHO� 5�� 	 /�VFKHU� &� ������� &RFDLQH�HYRNHG V\QDSWLF SODVWLFLW\� SHUVLVWHQFH
LQ WKH 97$ WULJJHUV DGDSWDWLRQV LQ WKH 1$F� ���� ����������
0DUXNL� .�� ,]DNL� <�� 1RPXUD� 0�� 	 <DPDXFKL� 7� ������� 'LIIHUHQFHV LQ SDLUHG฀SXOVHIDFLOLWDWLRQ DQG ORQJ฀WHUPSRWHQWLDWLRQ EHWZHHQ GRUVDO DQG
YHQWUDO &$� UHJLRQV LQ DQHVWKHWL]HG UDWV� ���� ��������
0F/HOODQ� $� 7�� /HZLV� '� &�� 2
EULHQ� &� 3�� 	 .OHEHU� +� '� ������� 'UXJ GHSHQGHQFH� D FKURQLF PHGLFDO LOOQHVV� LPSOLFDWLRQV IRU WUHDWPHQW�
LQVXUDQFH� DQG RXWFRPHV HYDOXDWLRQ� ����� ����������
0RVHU� 0��%�� 0RVHU� (� ,�� )RUUHVW� (�� $QGHUVHQ� 3�� 	 0RUULV� 5� ������� 6SDWLDO OHDUQLQJ ZLWK D PLQLVODE LQ WKH GRUVDO KLSSRFDPSXV�

����� ����������
1HVWOHU� (� -� ������� 0ROHFXODU PHFKDQLVPV RI GUXJ DGGLFWLRQ� � ������
1LFROD� 6� 0�� 6XUPHLHU� '� -�� 	 0DOHQND� 5� &� ������� 'RSDPLQHUJLF PRGXODWLRQ RI QHXURQDO H[FLWDELOLW\ LQ WKH VWULDWXP DQG QXFOHXV DFFXPEHQV�

���� ��������
1LHOVHQ� '� $�� <XIHURY� 9�� +DPRQ� 6�� -DFNVRQ� &�� +R� $�� 2WW� -�� 	 .UHHN� 0� -� ������� ,QFUHDVHG 2350� '1$ PHWK\ODWLRQ LQ O\PSKRF\WHV RI
PHWKDGRQH�PDLQWDLQHG IRUPHU KHURLQ DGGLFWV� ���� ��������
2
EULHQ� &� 3� ������� $ UDQJH RI UHVHDUFK�EDVHG SKDUPDFRWKHUDSLHV IRU DGGLFWLRQ� ������� ������
3DSDWKHRGRURSRXORV� &�� 	 .RVWRSRXORV� *� ������� 'RUVDO�YHQWUDO GLIIHUHQWLDWLRQ RI VKRUW�WHUP V\QDSWLF SODVWLFLW\ LQ UDW &$� KLSSRFDPSDO UHJLRQ�

���� ������
3RXOHWW\� 3� ������� 'UXJ DGGLFWLRQV� WRZDUGV VRFLDOO\ DFFHSWHG DQG PHGLFDOO\ WUHDWDEOH GLVHDVHV� ���� �������� 3X�
/�� %DR� *��%�� ;X� 1��-�� 0D� /�� 	 3HL� *� ������� +LSSRFDPSDO ORQJ�WHUP SRWHQWLDWLRQ LV UHGXFHG E\ FKURQLF RSLDWH WUHDWPHQW DQG FDQ EH UHVWRUHG E\
UH�H[SRVXUH WR RSLDWHV� ���� ����������
5H]D\RI� $�� =DUULQGDVW� 0��5�� 6DKUDHL� +�� 	 +DHUL�5RKDQL� $� ������� ,QYROYHPHQW RI GRSDPLQH UHFHSWRUV RI WKH GRUVDO KLSSRFDPSXV RQ WKH
DFTXLVLWLRQ DQG H[SUHVVLRQ RI PRUSKLQH�LQGXFHG SODFH SUHIHUHQFH LQ UDWV� ���� ��������
5REELQV� 7� :�� 	 (YHULWW� %� ������� /LPELF�VWULDWDO PHPRU\ V\VWHPV DQG GUXJ DGGLFWLRQ� ���� ��������
6DKD\� $�� 	 +HQ� 5� ������� $GXOW KLSSRFDPSDO QHXURJHQHVLV LQ GHSUHVVLRQ� ���� ����������
6DOPDQ]DGHK� )�� )DWKROODKL� <�� 6HPQDQLDQ� 6�� 	 6KDIL]DGHK� 0� ������� 'HSHQGHQFH RQ PRUSKLQH LPSDLUV WKH LQGXFWLRQ RI ORQJ�WHUP SRWHQWLDWLRQ LQ
WKH &$� UHJLRQ RI UDW KLSSRFDPSDO VOLFHV� ���� ��������
6LHJHOEDXP� 6� $�� 	 .DQGHO� (� 5� ������� /HDUQLQJ�UHODWHG V\QDSWLF SODVWLFLW\� /73 DQG /7'� ���� ��������
6WULQJHU� -� /�� *UHHQILHOG� /� -�� +DFNHWW� -� 7�� 	 *X\HQHW� 3� *� ������� %ORFNDGH RI ORQJ�WHUP SRWHQWLDWLRQ E\ SKHQF\FOLGLQH DQG ı RSLDWHV LQ WKH
KLSSRFDPSXV LQ YLYR DQG LQ YLWUR� ���� ��������
7DQ -:� 'XDQ 77� =KRX 4;� 'LQJ =<� -LQJ /� &DR -� :DQJ /3� 0DR 55� ;X / ������ ,PSDLUHG FRQWH[WXDO IHDU H[WLQFWLRQ DQG KLSSRFDPSDO V\QDSWLF
SODVWLFLW\ LQ DGXOW UDWV LQGXFHG E\ SUHQDWDO PRUSKLQH H[SRVXUH� $GGLFWLRQ ELRORJ\ �����������
7ULYHGL 0� 6KDK -� +RGJVRQ 1� %\XQ +�0� 'HWK 5 ������ 0RUSKLQH ,QGXFHV 5HGR[�%DVHG &KDQJHV LQ *OREDO '1$ 0HWK\ODWLRQ DQG 5HWURWUDQVSRVRQ
7UDQVFULSWLRQ E\ ,QKLELWLRQ RI ([FLWDWRU\ $PLQR $FLG 7UDQVSRUWHU 7\SH �±0HGLDWHG &\VWHLQH 8SWDNH� 0ROHFXODU SKDUPDFRORJ\ �����������
7VDQNRYD� 1�� 5HQWKDO� :�� .XPDU� $�� 	 1HVWOHU� (� -� ������� (SLJHQHWLF UHJXODWLRQ LQ SV\FKLDWULF GLVRUGHUV� ����
�������
7V\WV\NRYD� $� 9�� )DOYR� -� 9�� 6FKPLGW�6XSSULDQ� 0�� &RXUWRLV� *�� 7KDQRV� '�� 	 *ROGIHOG� $� (� ������� 3RVW�LQGXFWLRQ� VWLPXOXV�VSHFLILF UHJXODWLRQ
RI WXPRU QHFURVLV IDFWRU P51$ H[SUHVVLRQ� ����� ������������
7]VFKHQWNH� 7� 0� ������� 0HDVXULQJ UHZDUG ZLWK WKH FRQGLWLRQHG SODFH SUHIHUHQFH SDUDGLJP� D FRPSUHKHQVLYH UHYLHZ RI GUXJ HIIHFWV� UHFHQW
SURJUHVV DQG QHZ LVVXHV� ���� ��������
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:HQ '� =DQJ *� 6XQ '� <X )� 0HL '� 0D &� &RQJ % ������ &KROHF\VWRNLQLQ�RFWDSHSWLGH UHVWRUHG PRUSKLQH�LQGXFHG KLSSRFDPSDO ORQJ�WHUP
SRWHQWLDWLRQ LPSDLUPHQW LQ UDWV� 1HXURVFLHQFH OHWWHUV ����������
:ULJKW .1� +ROOLV )� 'XFORW )� 'RVVDW $0� 6WURQJ &(� )UDQFLV 7&� 0HUFHU 5� )HQJ -� 'LHW] '0� /RER 0. ������ 0HWK\O VXSSOHPHQWDWLRQ DWWHQXDWHV
FRFDLQH�VHHNLQJ EHKDYLRUV DQG FRFDLQH�LQGXFHG F�)RV DFWLYDWLRQ LQ D '1$ PHWK\ODWLRQ�GHSHQGHQW PDQQHU� -RXUQDO RI 1HXURVFLHQFH �������������
;LH� &��:�� 	 /HZLV� '� 9� ������� 2SLRLG�PHGLDWHG IDFLOLWDWLRQ RI ORQJ�WHUP SRWHQWLDWLRQ DW WKH ODWHUDO SHUIRUDQW SDWK�GHQWDWH JUDQXOH FHOO V\QDSVH�

���� ��������
=DOXWVN\� 5� $�� 	 1LFROO� 5� $� ������� &RPSDULVRQ RI WZR IRUPV RI ORQJ�WHUP SRWHQWLDWLRQ LQ VLQJOH KLSSRFDPSDO QHXURQV� �������
���������
=KHQJ 4� /LX =� :HL &� +DQ -� /LX <� =KDQJ ;� 5HQ : ������ $FWLYDWLRQ RI WKH '� UHFHSWRUV LQKLELWV WKH ORQJ�WHUP SRWHQWLDWLRQ LQ YLYR LQGXFHG E\
DFXWH PRUSKLQH DGPLQLVWUDWLRQ WKURXJK D '�±*OX1�$ LQWHUDFWLRQ LQ WKH QXFOHXV DFFXPEHQV� 1HXURUHSRUW �������������

7R DGYDQFH WKH XQGHUVWDQGLQJ RI WKH UROH RI WKH YHQWUDO KLSSRFDPSXV LQ PRUSKLQH DGGLFWLRQ DQG KRZ V\QDSWLF SODVWLFLW\ DQG HSLJHQHWLF PRGLILFDWLRQ
FRQWULEXWH WR PRUSKLQH�LQGXFHG HPRWLRQDO PHPRULHV� ZH DLP WR WHVW WKH K\SRWKHVLV WKDW WKH IRUPDWLRQ RI PRUSKLQH�UHODWHG HPRWLRQDO PHPRU\ LV GXH
WR PRUSKLQH�LQGXFHG FKDQJHV LQ QHXURQDO SODVWLFLW\ DQG HSLJHQHWLF PRGLILFDWLRQV LQ WKH YHQWUDO KLSSRFDPSXV�

� ,Q WKH ILUVW H[SHULPHQW ZH ZRXOG OLNH WR LQYHVWLJDWH ZKHWKHU PRUSKLQH LQGXFHG &33 LV DVVRFLDWHG ZLWK FKDQJHV LQ /73 LQGXFWLRQ LQ WKH YHQWUDO
KLSSRFDPSXV RI UDWV�
���,Q WKH VHFRQG H[SHULPHQW ZH ZRXOG OLNH WR HVWDEOLVK ZKHWKHU PRUSKLQH LQGXFHG &33 LV DVVRFLDWHG ZLWK FKDQJHV LQ JOREDO '1$ PHWK\ODWLRQ LQ WKH
YHQWUDO KLSSRFDPSXV RI UDWV��

2XU ODE KDV WKH QHHGHG H[SHULHQFH DQG IDFLOLWLHV LQ�KRXVH WR SHUIRUP DGGUHVV WKHVH REMHFWLYHV� 2XU JURXS KDV VWURQJ H[SHUWLVH LQ EHKDYLRUDO VWXGLHV
VXFK DV &33 �+RPEHUJ HW DO�� ������ �, KDYH H[SHUWLVH ZLWK LQ YLYR HOHFWURSK\VLRORJ\� REWDLQHG DW 7DUELDW PRGDUHV XQLYHUVLW\� 7HKUDQ DQG 'UXJ
DSSOLHG UHVHDUFK FHQWHU� 7DEUL]� ,UDQ �6DGLJKL HW DO�� ������ �
5HIHUHQFH�
+RPEHUJ� -XGLWK 5�� HW DO� �$GDSWDWLRQV LQ SUH�DQG SRVWV\QDSWLF ��+7�$ UHFHSWRU IXQFWLRQ DQG FRFDLQH VXSHUVHQVLWLYLW\ LQ VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU
NQRFNRXW UDWV��� ������ ������� ��������
6DGLJKL� 0LQD� HW DO� �(IIHFW RI ORZ IUHTXHQF\ HOHFWULFDO VWLPXODWLRQ RQ VSLNH DQG ZDYH GLVFKDUJHV RI SHULRUDO VRPDWRVHQVRU\ FRUWH[ LQ :$*�5LM UDWV���

����� ������� ��������
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$FFRUGLQJ WR WKH :RUOG +HDOWK 2UJDQL]DWLRQ� GUXJ DGGLFWLRQ LV UDQNHG ZLWKLQ WKH 7RS �� RI PRVW EXUGHQVRPH GLVRUGHUV DQG FRVWV WKH VRFLHW\ ���
ELOOLRQ (XURV DQQXDOO\ �2OHVHQ HW DO� ������ %DVLF XQGHUVWDQGLQJ RI PHFKDQLVPV XQGHUO\LQJ GUXJ DGGLFWLRQ FDQ XOWLPDWHO\ EH EDFN�WUDQVODWHG LQWR
WUHDWPHQW DGMXVWPHQWV LQ IROORZ�XS VWXGLHV� DQG SRWHQWLDOO\ SUHYHQWLRQ DSSURDFKHV� 7KLV LV HVVHQWLDO� EHFDXVH WKHUH LV QR VDWLVI\LQJ SKDUPDFRWKHUDS\
DYDLODEOH IRU WKH WUHDWPHQW RI GUXJ DGGLFWLRQ� 2Q WKH ORQJ�WHUP� WKLV UHVHDUFK FDQ IDFLOLWDWH WKH GHYHORSPHQW RI QRYHO WUHDWPHQWV IRU RSLDWH DGGLFWV�
VXFK DV WKH DSSOLFDWLRQ RI SODVWLFLW\ PRGLI\LQJ DJHQWV�

7KH PDLQ JRDO RI WKLV UHVHDUFK LV DERXW ORQJ ODVWLQJ FKDQJHV LQ WKH YHQWUDO KLSSRFDPSXV IROORZLQJ PRUSKLQH�DVVRFLDWHG�FRQWH[W PHPRU\� 7KH ILQGLQJV
RI WKLV SURMHFW FRXOG SURYLGH QRYHO LQVLJKW LQWR WKH PHFKDQLVP E\ ZKLFK PRUSKLQH� DQG SRWHQWLDOO\ RWKHU RSLRLGV� FDQ LQIOXHQFH RQ DGGLFWLRQ�UHODWHG
SODVWLF DOWHUDWLRQV DQG DV D UHVXOWV GUXJ VHHNLQJ EHKDYLRU DQG GUXJ UHODSVH� 6LQFH HSLJHQHWLF DQG QHXUDO DFWLYLW\ FKDQJHV DUH LPSOLFDWHG LQ GUXJ
DGGLFWLRQ� WKLV VWXG\ FRXOG VHUYH DV D XVHIXO UHVRXUFH IRU LQYHVWLJDWRUV WR H[SORUH D QRYHO PHFKDQLVP RI DFWLRQ IRU RWKHU GUXJV RI DEXVH�

5HIHUHQFHV
2OHVHQ� -�� $� *XVWDYVVRQ� 0� 6YHQVVRQ� +� 8� :LWWFKHQ� %� -RQVVRQ� &� V� JURXS DQG &� (XURSHDQ %UDLQ ������� �7KH HFRQRPLF FRVW RI EUDLQ GLVRUGHUV
LQ (XURSH�� (XU - 1HXURO ������ ��������

7R DQDO\VH ZKHWKHU HPRWLRQDO PHPRU\ UHODWHG WR PRUSKLQH DEXVH LV DVVRFLDWHG ZLWK ORQJ ODVWLQJ FKDQJHV KLSSRFDPSXV� ZH QHHG WR VWXG\ WKH �QHXUDO
DFWLYLW\ DQG HSLJHQHWLF FKDQJHV DIWHU PRUSKLQH LQ WKH EUDLQV RI UDWV H[SRVHG WR GUXJ DQG &33� 7R LQGXFH PRUSKLQH�GHSHQGHQW HPRWLRQDO PHPRU\ ZH
XVH WKH FRQGLWLRQHG SODFH SUHIHUHQFH �&33� WHVW� ,Q WKLV WHVW WKH HPRWLRQDO HIIHFWV LQGXFHG E\ WKH GUXJ� LQ RXU FDVH PRUSKLQH� LV DVVRFLDWHG ZLWK
FRQWH[WXDO LQIRUPDWLRQ RI WKH FKDPEHU LQ ZKLFK WKH DQLPDOV DUH SODFHG LPPHGLDWHO\ DIWHU D PRUSKLQH LQMHFWLRQ� 7KLV LV D ZHOO YDOLGDWHG PHWKRG WR
PHDVXUH GUXJ�UHODWHG HPRWLRQDO PHPRULHV �3UXV HW DO�� ������ :H XVH UDWV EHFDXVH WKH\ DUH WKH EHVW DQLPDO PRGHO WR SHUIRUP EHKDYLRUDO VWXGLHV WR
LQYHVWLJDWH DGGLFWLRQ GLVRUGHUV� %HFDXVH RI WKH FRPSOH[LW\ RI WKHVH NLQG RI GLVRUGHUV� LW LV LPSRVVLEOH WR XVH OHVV FRPSOH[ DQLPDOV�
7R PHDVXUH /73 LQ WKH KLSSRFDPSXV LQ IUHHO\ PRYLQJ DQLPDOV ZH ZLOO VWHUHRWDFWLFDOO\ LPSODQW HOHFWURGHV LQWR WKH YHQWUDO KLSSRFDPSXV RI UDWV� $IWHU
EHKDYLRXUDO WHVWLQJ ZH ZLOO UHFRUG KRZ QHXURQDO DFWLYLW\ DQG V\QDSWLF SODVWLFLW\ LQ WKH YHQWUDO KLSSRFDPSXV KDYH FKDQJHG�
7R PHDVXUH HSLJHQHWLF PRGLILFDWLRQV DVVRFLDWHG ZLWK PRUSKLQH�LQGXFHG HPRWLRQDO PHPRU\ ZH VDFULILFH WKH DQLPDOV DIWHU &33 WHVWLQJ WR KDUYHVW WKH
YHQWUDO KLSSRFDPSXV�
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6HSDUDWH JURXSV RI DQLPDOV DUH QHHGHG IRU WKH LQ YLYR HOHFWURSK\VLRORJ\ DQG H[ YLYR HSLJHQHWLF PHDVXUHV� DV WKH ILUVW UHTXLUHV D VXUJHU\ �WKDW FRXOG
LQGXFH HSLJHQHWLF FKDQJHV� DQG SHUIXVLRQ LQ RUGHU WR YHULI\ WKH SODFHPHQW RI WKH HOHFWURGH� DQG WKH ODWWHU UHTXLUHV IUHVKO\ IUR]HQ EUDLQ WLVVXH�

5HIHUHQFH�
3UXV� $GDP -�� -RKQ 5� -DPHV� DQG -RKQ $� 5RVHFUDQV� �&RQGLWLRQHG SODFH SUHIHUHQFH�� �������

��
$GXOW PDOH ZLOG W\SH UDWV ZLOO XQGHUJR D VWHUHRWD[LF VXUJHU\ WR LPSODQW HOHFWURGHV LQ WKH EUDLQ� 7KH UDWV ZLOO WKHQ EH DOORZHG WR UHFRYHU IRU RQH ZHHN�
$IWHU UHFRYHU\� WKH DQLPDOV DUH WHVWHG LQ WKH WKUHH�FRPSDUWPHQW WHVW FDJH� 'XULQJ WKH SUH�WHVW RI �� PLQ WKH DQLPDOV DUH DOORZHG WR IUHHO\ H[SORUH
WKH WHVW FDJH� 7KHQ FRQGLWLRQLQJ VWDUWV� GXULQJ ZKLFK WKH DQLPDOV ZLOO UHFHLYH VXEFXWDQHRXV LQMHFWLRQ RI �� PJ�NJ PRUSKLQH LPPHGLDWHO\ SULRU WR
SODFHPHQW LQ RQH FRPSDUWPHQW DQG VDOLQH LQ WKH RWKHU FRPSDUWPHQW� RQ DOWHUQDWLQJ GD\V� $IWHU � PRUSKLQH DQG � VDOLQH FRQGLWLRQLQJ VHVVLRQV RI ��
PLQ WKH DQLPDOV DUH DJDLQ DOORZHG WR IUHHO\ H[SORUH WKH WHVW FDJH �SRVW�WHVW�� 7KH UHWULHYDO RI WKH FRQGLWLRQHG SODFH PHPRU\ LV PHDVXUHG E\
VXEWUDFWLQJ WKH WLPH WKH DQLPDOV VSHQW LQ WKH PRUSKLQH�FRQGLWLRQHG FKDPEHU GXULQJ WKH SUH�WHVW IURP WKH SRVW�WHVW �DQDO\VHG XVLQJ (WKRYLVLRQ ���
VRIWZDUH �1ROGXV ,QIRUPDWLRQ 7HFKQRORJ\�� &RQGLWLRQHG SODFH SUHIHUHQFH �&33� LV SUHVHQW LI WKH DQLPDOV VSHQG VLJQLILFDQWO\ PRUH WLPH LQ WKH GUXJ�
SDLUHG FRPSDUWPHQW YHUVXV WKH YHKLFOH�SDLUHG FRPSDUWPHQW��7KH DELOLW\ RI D VWLPXOXV� VXFK DV PRUSKLQH� WR SURGXFH D SUHIHUHQFH IRU WKH DVVRFLDWHG
HQYLURQPHQW LV JHQHUDOO\ FRQVLGHUHG WR EH D SURFHVV GULYHQ E\ 3DYORYLDQ FRQGLWLRQLQJ� $IWHU &33 WHVWLQJ� DQLPDOV ZLOO EH SXW LQWR D FDJH WR UHFRUG
KLSSRFDPSXV ILHOG SRWHQWLDOV�� 7KHQ DQLPDOV DUH DQHVWKHWL]HG DQG WKHLU EUDLQV DUH UHPRYHG IRU KLVWRORJLFDO YHULILFDWLRQ RI HOHFWURGH SODFHPHQW� 1%�
VHYHUDO FRQWURO JURXSV DUH LQFOXGHG� &33 WHVWLQJ ZLWKRXW GUXJ �WR WHVW ZKHWKHU H[SRVH WR WKH &33 DORQH KDV HIIHFWV RQ SODVWLFLW\�� DQG VLQJOH DQG
UHSHDWHG VDOLQH DQG PRUSKLQH LQMHFWLRQV �WR WHVW ZKHWKHU LW LV QRW WKH GUXJ HIIHFW LWVHOI �VLQJOH�RU UHSHDWHG�� EXW WKH GUXJ�LQGXFHG HPRWLRQDO PHPRU\
WKDW LV DVVRFLDWHG ZLWK FKDQJHV LQ SODVWLFLW\�� 6HH WDEOH EHORZ� 2XU XQSXEOLVKHG GDWD UHYHDO VXEVWDQWLDO GLIIHUHQFHV EHWZHHQ WKHVH H[SHULPHQWDO
JURXSV �6DGLJKL HW DO�� XQGHU UHYLVLRQ DW $GGLFWLRQ %LRORJ\�� LQGLFDWLQJ WKDW WKHVH FRQWUROV DUH HVVHQWLDO IRU WKH SURSHU LQWHUSUHWDWLRQ RI WKH ILQGLQJV�
7KH SDSHU FDQ EH SURYLGHG RQ UHTXHVW�

��
$ QHZ JURXS RI UDWV ZLOO EH XVHG� $IWHU &&3 WHVWLQJ DV PHQWLRQHG DERYH RU LQMHFWLQJ WKH UDWV ZLWK PRUSKLQH DQG VDOLQH ZLWKRXW &33 WHVWLQJ� WKH
DQLPDOV ZLOO DQHVWHWKL]HG DQG EUDLQV ZLOO EH UHPRYHG� 7KHQ WKH YHQWUDO KLSSRFDPSXV ZLOO ELODWHUDOO\ GLVVHFWHG DQG ZLOO EH SUHSDUHG WR PHDVXUH JOREDO
'1$ PHWK\ODWLRQ��
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Group Treatment Experiment Role 

Morphlne_CPP Morphine/saline stereotaxic surgery (1); Morphine indl.!lced CPP 

injection for CPP brain tissue collecNon (2) 

saline-CPP sa.l ine injection for stereotaxic surgery (1); Morph ine induced CPP 
CPP (control) brain tissue collection (2) 

CPP without CPP (control) stereotaxic surge rry ( 1); CPP 

injection brain tissue collecllio n (2) 

Morphine injection stereotaxic surgery (1); One t ime drug inject,ion 

morphine brain t issue coll'ect ion (2) effect 

injection 

Single saline Saline injection ster eotaxic surgery (1); One tiline ve hicle injection 

lnj~ction 
(control) brain tissue coltection (2) effect 

Repeated Morphi'ne injection stereotaxic surgery (1); Repeated drug injed ion 

morphine brain t issue colledion (2) effect 

injection 

Repeated Saline injection stereotaxic surgery (1); Repeated vehicle injection 

saline (control) brain tissue collection (2) effect 
lnj~ction 
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7KLV VWXG\ DLPV WR LQYHVWLJDWH WKH V\QDSWLF SODVWLFLW\ DQG HSLJHQHWLF PRGLILFDWLRQV UHODWHG WR PRUSKLQH DGGLFWLRQ� 7KLV VWXG\ LQYROYHV WZR
H[SHULPHQWV� ZKLFK DUH LQGHSHQGHQW IURP HDFK RWKHU� LQYHVWLJDWLRQ RI /73 �H[S �� DQG JOREDO '1$ PHWK\ODWLRQ �H[S �� LQ DVVRFLDWLRQ ZLWK PRUSKLQH�
LQGXFHG HPRWLRQDO PHPRU\� 7KH H[SHULPHQWV WRJHWKHU DGGUHVV WKLV DLP� )RU WKLV UHDVRQ� DGGLFWLYH EHKDYLRU RI WKH PRUSKLQH LQGXFHG FRQGLWLRQHG UDWV
ZLOO EH DVVHVVHG ILUVW� IROORZHG E\ WKH PHDVXUHPHQW RI HLWKHU WKH DVVRFLDWHG QHXUDO DFWLYLW\�RU HSLJHQHWLF PRGLILFDWLRQV LQ WKH YHQWUDO KLSSRFDPSXV��
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� 'LW IRUPDW JHEUXLNW X RP XZ QLHW�WHFKQLVFKH VDPHQYDWWLQJ WH
VFKULMYHQ�
� 0HHU LQIRUPDWLH RYHU GH QLHW�WHFKQLVFKH VDPHQYDWWLQJ YLQGW X RS
GH ZHEVLWH ZZZ�]ER�FFG�QO�
� 2I QHHP WHOHIRQLVFK FRQWDFW RS� ���������������

>;@ )XQGDPHQWHHO RQGHU]RHN
>@ 7UDQVODWLRQHHO RI WRHJHSDVW RQGHU]RHN
>@ :HWWHOLMN YHUHLVW RQGHU]RHN RI URXWLQHPDWLJH SURGXFWLH
>@ 2QGHU]RHN WHU EHVFKHUPLQJ YDQ KHW PLOLHX LQ KHW EHODQJ YDQ GH JH]RQGKHLG RI KHW ZHO]LMQ YDQ PHQV RI
GLHU
>@ 2QGHU]RHN JHULFKW RS KHW EHKRXG YDQ GH GLHUVRRUW
>@ +RJHU RQGHUZLMV RI RSOHLGLQJ
>@ )RUHQVLVFK RQGHU]RHN
>@ ,QVWDQGKRXGLQJ YDQ NRORQLHV YDQ JHQHWLVFK JHPRGLILFHHUGH GLHUHQ� QLHW JHEUXLNW LQ DQGHUH GLHUSURHYHQ

3.
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� 7KLV DSSHQGL[ VKRXOG EH HQFORVHG ZLWK WKH SURMHFW SURSRVDO IRU
DQLPDO SURFHGXUHV�
� $ GLIIHUHQW DSSHQGL[ 
GHVFULSWLRQ DQLPDO SURFHGXUHV
 VKRXOG EH
HQFORVHG IRU HDFK W\SH RI DQLPDO SURFHGXUH�
� )RU PRUH LQIRUPDWLRQ� VHH RXU ZHEVLWH ZZZ�]ER�FFG�QO�
� 2U FRQWDFW XV E\ SKRQH� ���������������

4.
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:H ZLOO VXEMHFW UDWV WR WKH PRUSKLQH�LQGXFHG FRQGLWLRQHG SODFH SUHIHUHQFH �&33� WHVW� 7KH SULPDU\ RXWFRPH SDUDPHWHU LV FRQGLWLRQHG SODFH
SUHIHUHQFH �SUHIHUHQFH IRU GUXJ�DVVRFLDWHG FRPSDUWPHQW GXULQJ WKH SRVW�WHVW PLQXV WKH SUH�WHVW�
:H KDYH WKH IROORZLQJ FRQWURO JURXSV�
�6DOLQH &33� FRQWURO IRU PRUSKLQH &33
�&33 ZLWKRXW LQMHFWLRQ� FRQWURO IRU VDOLQH &33� WHVWLQJ ZKHWKHU H[SRVXUH WR WKH &33 LWVHOI FDXVHV FKDQJHV LQ SODVWLFLW\
�5HSHDWHG PRUSKLQH LQMHFWLRQ� WLPH PDWFKHG ZLWK &33��FRQWURO IRU PRUSKLQH &33� WHVWLQJ ZKHWKHU SODVWLFLW\ FKDQJHV DUH UHODWHG WR PRUSKLQH�LQGXFHG
HPRWLRQDO PHPRU\ DQG QRW MXVW WKH UHZDUGLQJ HIIHFWV RI PRUSKLQH
�5HSHDWHG VDOLQH LQMHFWLRQ� WLPH PDWFKHG ZLWK &33� FRQWURO IRU VDOLQH &33 DQG UHSHDWHG PRUSKLQH LQMHFWLRQ
�6LQJOH PRUSKLQH LQMHFWLRQ� FRQWURO IRU UHSHDWHG PRUSKLQH LQMHFWLRQ� DFXWH PRUSKLQH HIIHFW �QR VHQVLWL]DWLRQ DV PD\ RFFXU XSRQ UHSHDWHG GUXJ
H[SRVXUH�
�6LQJOH VDOLQH LQMHFWLRQ� FRQWURO IRU UHSHDWHG VDOLQH DQG VLQJOH PRUSKLQH LQMHFWLRQ� DFXWH LQMHFWLRQ VWUHVV HIIHFW

7KHQ� WKH DQLPDOV DUH GLYLGHG LQWR VHSDUDWH� LQGHSHQGHQW WZR JURXSV�
�� ,Q YLYR HOHFWURSK\VLRORJ\� ZH PHDVXUH /73 LQGXFWLRQ
�� ([ YLYR HSLJHQHWLFV� ZH PHDVXUH JOREDO '1$ PHWK\ODWLRQ

0RUSKLQH�LQGXFHG FRQGLWLRQHG SODFH SUHIHUHQFH��&33� 7R PHDVXUH PRUSKLQH�LQGXFHG FRQWH[WXDO PHPRU\ UDWV DUH WHVWHG LQ DYDLODEOH WKUHH�
FRPSDUWPHQW FKDPEHUV ZKLFK DUH YLVXDOO\ GLVWLQFWLYH� 7KH &33 WUDLQLQJ FRQVLVWV RI WKUHH GLIIHUHQW SKDVHV� SUHFRQGLWLRQLQJ �GD\ ��� FRQGLWLRQLQJ �GD\
���� DQG SRVW�FRQGLWLRQLQJ �GD\ ���� 'XULQJ SUHFRQGLWLRQLQJ , GHWHUPLQH WKH LQLWLDO SUHIHUHQFH IRU HLWKHU FRPSDUWPHQW� 7KH UDWV DUH LQGLYLGXDOO\
SODFHG LQ WKH LQWHUPHGLDWH FRPSDUWPHQW DQG DOORZHG WR IUHHO\ WKH ZKROH FKDPEHU IRU �� PLQ� 'XULQJ FRQGLWLRQLQJ ��� PLQ�GD\�� PRUSKLQH &33 UDWV
ZLOO EH�VXEFXWDQHRXVO\�LQMHFWHG ZLWK PRUSKLQH ��� PJ�NJ� DQG LPPHGLDWHO\ SODFHG LQ WKH OHDVW SUHIHUUHG FRPSDUWPHQW� 7KH QH[W GD\ WKH &&3 UDWV
ZLOO EH WUHDWHG ZLWK VDOLQH DQG WKHQ EH FRQILQHG WR WKH RSSRVLWH FRPSDUWPHQW� 7KLV LQMHFWLRQ RUGHU ZLOO EH UHSHDWHG IRU � FRQVHFXWLYH GD\V� 5DWV LQ WKH
VDOLQH &33 JURXS ZLOO UHFHLYH VDOLQH GXULQJ DOO FRQGLWLRQLQJ GD\V���$W WKH WHVW GD\ UDWV DUH JLYHQ IUHH DFFHVV WR WKH HQWLUH FKDPEHU IRU �� PLQ ZLWKRXW
UHFHLYLQJ DQ\ LQMHFWLRQ�� 7LPH VSHQW LQ HDFK FRPSDUWPHQW ZLOO EH PHDVXUHG XVLQJ WUDFNLQJ VRIWZDUH �(WKRYLVLRQÑ�� 7LPH VSHQG LQ WKH FRQGLWLRQLQJ
FKDPEHU GXULQJ WKH SRVW�WHVW PLQXV WKH SUH�WHVW GHILQHV &33�
7KH &33 ZLOO EH GRQH�DFFRUGLQJ WR WKH IROORZLQJ VFKHPH��



3DJ� � � ��

Preconditioning: 
15 ID1D 

1 2 3 4 5 6 7 

( Conditioning: 40 min ) 

Saline injection (SC) ] 

Morphine injection (SC) n 
~-~ 

8 9 10 

Test: 
15min 

Days 
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([SHULPHQW �� /73� (OHFWURSK\VLRORJLFDO UHFRUGLQJV�

Day Test cage compartment Time 

Day 1 Pre-test Free access to all 3 15 min 
Day 2 Morphine s.c 1 40min 
Day3 Saline s.c 3 40min 

Day4 Morphine s.c 1 40 min 
DayS Saline s.c 3 40min 
Day6 Morphine s.c 1 40min 
Day 7 Saline s.c 3 40 min 
DayS Morphine s.c 1 40min 
Day9 Saline s.e 3 40min 
Day 10 Post test Free access to all 3 15 min 
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6HYHQ JURXSV RI UDWV �PRUSKLQH�&33� VDOLQH�&33� &33 ZLWKRXW LQMHFWLRQ� UHSHDWHG PRUSKLQH LQMHFWLRQ ZLWKRXW WUHDWPHQW LQ &33 ER[� UHSHDWHG VDOLQH
LQMHFWLRQ ZLWKRXW WUHDWPHQW LQ &33 ER[� VLQJOH PRUSKLQH LQMHFWLRQ DQG VLQJOH VDOLQH LQMHFWLRQ� ZLOO EH VXEPLWWHG WR VWHUHRWDFWLF VXUJHU\ WR LPSODQW
HOHFWURGHV LQWR WKH YHQWUDO KLSSRFDPSXV RI WKH EUDLQ� 6WHUHRWDFWLF VXUJHU\ �VXUJHU\ WLPH� DSSUR[LPDWHO\ ����� PLQXWHV� ZLOO EH SHUIRUPHG XQGHU
LVRIOXUDQH DQHVWKHVLD� $IWHU DQHVWKHWL]LQJ � WKH KHDG LV IL[HG LQ D VWHUHRWD[LF KHDG�KROGHU� 7KH VNXOO ZLOO EH H[SRVHG DQG D FRQFHQWULF ELSRODU
VWLPXODWLQJ HOHFWURGH ZLOO EH SODFHG LQ WKH YHQWUDO KLSSRFDPSXV WR VWLPXODWH WKH VFKDIIHU FROODWHUDO� $ UHFRUGLQJ HOHFWURGH ZLOO EH ORZHUHG LQ
WKH�YHQWUDO &$� XQWLO WKH PD[LPDO UHVSRQVH ZLOO REVHUYHG� 7KHQ WKH HOHFWURGHV ZLOO EH IL[HG ZLWK GHQWDO FHPHQW RQ WKH VNXOO� $IWHU UHFRYHU\ DQG
SHUIRUPLQJ WKH &33 WHVW� LPPHGLDWHO\ DIWHU WKH SRVW�WHVW� SDLUHG SXOVH IDFLOLWDWLRQ ZLOO EH UHFRUGHG �� PLQ EHIRUH DQG DIWHU /73 LQGXFWLRQ �� EULHI KLJK�
IUHTXHQF\ FRQGLWLRQLQJ VWLPXOXV WUDLQV �HDFK FRQVLVWLQJ RI �� SXOVHV DW ��� +]� DW D IUHTXHQF\ RI RQH WUDLQ SHU �� V�� 7KHQ DQLPDOV DQHVWKHWL]HG DQG
EUDLQ ZLOO UHPRYH WR GR KLVWRORJLFDO YHULILFDWLRQ�

5HIHUHQFHV�
6RQJ� /LJXR� HW DO� �6SHFLILF PHWKRG IRU WKH GHWHUPLQDWLRQ RI JHQRPLF '1$ PHWK\ODWLRQ E\ OLTXLG FKURPDWRJUDSK\�HOHFWURVSUD\ LRQL]DWLRQ WDQGHP
PDVV VSHFWURPHWU\��� ����� ������� ��������

'DWD ZLOO EH DQDO\]HG XVLQJ RQH�ZD\ $129$V� *URXS VL]HV ZLOO EH GHWHUPLQHG XVLQJ D SRZHUDQDO\VLV� %DVHG RQ SUHYLRXV ZRUN �+RPEHUJ� ����� ZH
HVWLPDWH JURXS VL]HV DW �� SHU H[SHULPHQWDO JURXS�
)RU H[SHULPHQW � ZH ZLOO XVH �� UDWV SHU JURXS� :H KDYH � JURXSV LQFOXGLQJ� PRUSKLQH�&33� VDOLQH� &33� &33 ZLWKRXW LQMHFWLRQ� VLQJOH PRUSKLQH
LQMHFWLRQ� VLQJOH VDOLQH LQMHFWLRQ� UHSHDWHG PRUSKLQH LQMHFWLRQ WLPH PDWFKHG ZLWK &33� DQG UHSHDWHG VDOLQH LQMHFWLRQ WLPH PDWFKHG ZLWK &33� �,Q WRWDO
ZH ZLOO QHHG� �� [ �  �� UDWV�
)RU H[SHULPHQW � ZH ZLOO XVH �� UDWV SHU JURXS� :H KDYH � JURXSV DV PHQWLRQHG DERYH� �,Q WRWDO ZH ZLOO QHHG� �� [ �  �� UDWV�
7RWDO RI DQLPDOV� ��� UDWV

5HIHUHQFH�
+RPEHUJ -5� 'H %RHU 6)� 5DDV¡ +6� 2OLYLHU -'� 9HUKHXO 0� 5RQNHQ (� &RROV $5� (OOHQEURHN %$� 6FKRIIHOPHHU $1� 9DQGHUVFKXUHQ /-� 'H 9ULHV 7-�
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&XSSHQ (� $GDSWDWLRQV LQ SUH� DQG SRVWV\QDSWLF ��+7�$ UHFHSWRU IXQFWLRQ DQG FRFDLQH VXSHUVHQVLWLYLW\ LQ VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU NQRFNRXW UDWV�
3V\FKRSKDUPDFRORJ\ �%HUO�� ���� 2FW��������������� �

7KH WRWDO PD[LPXP QXPEHU RI DQLPDOV WR EH XVHG LQ WKLV DQLPDO SURFHGXUH LV �����
:H XVH PDOH UDWV� EHFDXVH GUXJ DGGLFWLRQ LV PRUH SUHYDOHQW LQ PDOHV FRPSDUHG WR IHPDOHV �6$0+6$ ����� (0&''$ �������

5HIHUHQFHV
6$0+6$ ������� �0HQWDO +HDOWK 6HUYLFHV $GPLQLVWUDWLRQ������� 5HVXOWV IURP WKH ���� 1DWLRQDO 6XUYH\ RQ 'UXJ 8VH DQG +HDOWK� 6XPPDU\ RI
1DWLRQDO )LQGLQJV�� 5RFNYLOOH� 0'� 6XEVWDQFH $EXVH DQG 0HQWDO +HDOWK 6HUYLFHV $GPLQLVWUDWLRQ�

6SHFLHV 2ULJLQ 0D[LPXP QXPEHU RI DQLPDOV /LIH VWDJH
5DW �6SUDJXH 'DZOH\� +DUODQ�&KDUOHV 5LYHU �� $GXOW
5DW �6SUDJXH 'DZOH\� +DUODQ�&KDUOHV 5LYHU �� $GXOW
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7KH UDW LV WKH EHVW DQLPDO PRGHO WR SHUIRUP EHKDYLRUDO VWXGLHV WR LQYHVWLJDWH DGGLFWLRQ GLVRUGHUV� %HFDXVH RI WKH FRPSOH[LW\ RI WKHVH NLQG RI
GLVRUGHUV� LW LV LPSRVVLEOH WR XVH OHVV FRPSOH[ DQLPDOV� 6SHFLILF QHXUDO SURMHFWLRQV FDQQRW EH VWXGLHG LQ YLYR LQ KXPDQV� EHFDXVH RI HWKLFDO UHVWUDLQWV�
&HOO�OLQHV FDQQRW EH XVHG EHFDXVH ZH QHHG OLQN QHXURFKHPLFDO DQG QHXUDO DFWLYLW\ FKDQJHV WR FKDQJHV LQ EHKDYLRU�

7KH UHTXHVWHG DPRXQW RI DQLPDOV LV QHHGHG IRU VWDWLVWLFDO UHOLDEOH FRQFOXVLRQV DQG LV WKH PLQLPDO JURXS VL]H RQH FDQ ZRUN ZLWK� )XUWKHUPRUH� WKH
VDPH DQLPDOV ZLOO EH XVHG IRU WKH EHKDYLRUDO SDUDGLJP DQG HOHFWURSK\VLRORJ\ RU HSLJHQHWLF VWXG\ WRJHWKHU WR REWDLQ D KLJK QXPEHU RI LQIRUPDWLRQ�
WKHUHE\ OHDGLQJ WR D PLQLPDO DPRXQW RI DQLPDOV QHHGHG� /RZHU DQLPDOV FDQQRW EH XVHG EHFDXVH WKH VXUJHU\ SURFHGXUHV DUH UHODWLYHO\ FRPSOLFDWHG
OHDGLQJ WR DQ XQDFFHSWDEOH KLJK H[FOXVLRQ RI DQLPDOV �LQ ZKLFK WKH SRVLWLRQ RI WKH HOHFWURGH PLJKW EH ZURQJ� DQG DOVR DOO UDWV LQ &33 PD\ EH QRW
FRQGLWLRQHG�

7KH H[SHULPHQWV ZLOO EH FDUULHG RXW ZLWK WKH OHDVW GLVFRPIRUW SRVVLEOH� )RU WKLV UHDVRQ� FDJH HQULFKPHQW ZLOO EH DSSOLHG� 0RUHRYHU� WKH DQDO\VLV ZH
SURSRVH FDQQRW EH SHUIRUPHG ZLWKRXW VDFULILFLQJ DQLPDOV� $V XVXDO� DOO HIIRUWV ZLOO EH XQGHUWDNHQ WR PLQLPL]H DQLPDO VXIIHULQJ GXULQJ VDFULILFH� 2QO\
H[SHULHQFHG UHVHDUFKHUV ZLOO VDFULILFH WKH DQLPDOV�

7KH GLVFRPIRUW RXU UDWV ZLOO EH H[SRVHG WR LV OLPLWHG WR WKH DEVROXWH PLQLPXP QHFHVVDU\ WR DQVZHU RXU UHVHDUFK TXHVWLRQV� $QLPDOV ZLOO EH PRQLWRUHG
GDLO\ DQG FORVHO\ E\ WKH FDUHWDNHUV DQG VFRUHG LQGLYLGXDOO\ IRU VLJQV RI GLVFRPIRUW DQG FKHFNHG GDLO\ WR EH DEOH WR GHWHFW +XPDQ (QG 3RLQW FRQGLWLRQV
DQG ZHLJKWHG RQFH D ZHHN� +DQGOLQJ RI WKH DQLPDOV ZLOO EH PLQLPL]HG WR UHGXFH KXPDQ LQWHUYHQWLRQ WKDW PD\ FDXVH VWUHVV IRU WKH DQLPDOV�
6XUJHU\ �LPSODQWLQJ HOHFWURGH LQ KLSSRFDPSXV IRU HOHFWURSK\VLRORJ\ UHFRUGLQJ� ZLOO EH SHUIRUPHG XQGHU LVRIOXUDQH DQHVWKHVLD� ,Q DGGLWLRQ� OLGRFDLQH
VROXWLRQ ZLOO EH LQMHFWHG VXEFXWDQHRXVO\ EHIRUH FXWWLQJ WKH VNLQ��3RVVLEOH EOHHGLQJ ZLOO EH VWRSSHG XVLQJ HSLQHSKULQH LQMHFWLRQ��
5DWV ZLOO RQO\ EH PRYHG WR WKHLU DQLPDO URRP DW � KRXU DIWHU VXUJHU\� 'XULQJ WKLV SHULRG� WKH ZRXQG� EUHDWKLQJ DQG DFWLYLW\ RI WKH DQLPDO LV FKHFNHG
HYHU\ �� PLQXWHV� 'XULQJ WKH UHFRYHU\ WLPH RI DW OHDVW � ZHHN� WKH DQLPDO
V FRQGLWLRQ ZLOO EH PRQLWRUHG RQ D GDLO\ EDVLV� 3HUIXVLRQ ZLOO WDNH SODFH
XQGHU GHHS DQHVWKHVLD WR PLQLPL]H DGYHUVH HIIHFWV�
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1RW DSSOLFDEOH

$IWHU VXUJHU\ WKH DQLPDOV ZLOO KRXVHG LQGLYLGXDOO\ EHFDXVH ZH ZLOO IL[ WKH HOHFWURGHV LQ WKH VNXOO RI DQLPDOV DQG ZH VKRXOG EH FDUHIXO WR QRW KXUWV WKH
HOHFWURGHV� ,I WKH DQLPDOV DUH KRXVHG LQ JURXSV WKH\ VWDUW WR WRXFK WKH HOHFWURGHV RQ WKH KHDG RI RWKHU DQLPDOV DQG WKLV LV ZKDW ZH ZDQW WR SUHYHQW�
LW FDQ OHDG WR GURS�RXW RI DQLPDOV� $IWHU VXUJHU\ WKH DQLPDOV ZLOO KDYH � ZHHN UHFRYHU\� 7KHUH DUH �� GD\V QHHGHG IRU &33 WHVWLQJ� DQG LQ WKH &33
WHVW GD\ ZH ZLOO GR HOHFWURSK\VLRORJ\� 6R LQ WRWDO ZH QHHG WR NHHS DQLPDOV IRU �� GD\V LQ LQGLYLGXDO FDJHV��
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:H ZLOO KDQGOH WKH DQLPDOV DW OHDVW � GD\V IRU � PLQ EHIRUH WKH VWDUW RI DQ H[SHULPHQW� 6XUJHU\ ZLOO EH SHUIRUPHG XQGHU LVRIOXUDQH DQHVWKHVLD��,Q
DGGLWLRQ� OLGRFDLQH VROXWLRQ ZLOO EH LQMHFWHG VXEFXWDQHRXVO\ EHIRUH FXWWLQJ WKH VNLQ��3RVVLEOH EOHHGLQJ ZLOO EH VWRSSHG XVLQJ HSLQHSKULQH SHOOHWV� $IWHU
VXUJHU\� UDWV ZLOO EH VXEFXWDQHRXVO\ LQMHFWHG ZLWK 5LPDG\O �DQDOJHVLF GUXJ� DQG &HID]ROLQ �DQWLELRWLF GUXJ�� 5DWV ZLOO RQO\ EH PRYHG WR WKHLU DQLPDO
URRP DW � KRXU DIWHU VXUJHU\� 'XULQJ WKLV SHULRG� WKH ZRXQG� EUHDWKLQJ DQG DFWLYLW\ RI WKH DQLPDO LV FKHFNHG HYHU\ �� PLQXWHV� 'XULQJ WKH UHFRYHU\
WLPH RI DW OHDVW � ZHHN� WKH DQLPDO
V FRQGLWLRQ ZLOO EH PRQLWRUHG RQ D GDLO\ EDVLV� 3HUIXVLRQ ZLOO WDNH SODFH XQGHU GHHS DQHVWKHVLD WR PLQLPL]H DGYHUVH
HIIHFWV�

6WUHVV�

5DWV DUH H[SRVHG WR &33 WHVW FDJHV� ZKLFK PD\ FDXVH VWUHVV� 7KLV VWUHVV LV DERXW HTXDO WR FDJH FOHDQLQJ� ,Q WKH &33 WHVW WKH UDWV ZLOO UHFHLYH
PRUSKLQH LQMHFWLRQ ��� PJ�NJ���'XH WR VWUHVV DIWHU VXUJHU\� UDWV PD\ EH PRUH DIUDLG WR KXPDQ FRQWDFW� +RZHYHU� DIWHU � GD\V RI KDQGOLQJ� WKHVH UDWV
VKRZ QRUPDO EHKDYLRU DJDLQ� 5DWV DUH VLQJO\ KRXVHG� ZKLFK DOVR FDXVHV VWUHVV� 0RUSKLQH LQMHFWLRQ LW LV QRW FRPSURPLVLQJ KHDOWK��

%HVLGHV VWDQGDUG SUHYHQWLRQ PHDVXUHV VXFK DV DQHVWKHVLD� SDLQNLOOLQJ DQG FDJH HQULFK� WKHUH DUH QR RWKHU SUHYHQWLYH PHDVXUHV� $OO KDQGOLQJV DUH
QHFHVVDU\ IRU WKLV SURMHFW� 1RWDEO\� ZKLOH VLQJOH KRXVLQJ FDXVHV VWUHVV� WKLV VWUHVV LV H[SHFWHG WR EH OHVV WKDQ GDPDJH WR WKH HOHFWURGH DQG LWV VNXOOV
DWWDFKPHQW FDXVHG E\ D FDJHPDWH�
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7KHUH LV ��� FKDQFH WKDW DQ\ RI WKH DQLPDOV UHDFK WKH KXPDQH HQG SRLQW RYHU WKH FRXUVH RI WKH H[SHULPHQW� 7KLV FKDQFH LV DWWULEXWHG WR
H[SHULPHQWDO SDUWV UHTXLULQJ VXUJHULHV� DQG WKH GURS�RXW KDV EHHQ LQFOXGHG LQ WKH QXPEHU RI DQLPDOV ZH UHTXHVW
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Suffering Rats undergo Number of animals Experiment 

Moderate male 1 surgery, CPP and perfusion 84 1 
50% 

Mild male CPP and decapitating 84 2 
50% 
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([SHULPHQW �� 5DWV ZLOO EH VDFULILFHG E\ SHUIXVLRQ XQGHU GHHS DQHVWKHVLD� WR REWDLQ IL[HG EUDLQV IRU YDOLGDWLRQ RI WKH SODFHPHQW RI WKH HOHFWURGHV VLWH
([SHULPHQW �� 5DWV ZLOO EH VDFULILFHG E\ GHFDSLWDWLRQ ZLWKRXW DQHVWKHVLD IRU PROHFXODU VWXGLHV�
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DEC-advies  

A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer: 2017-0035 

2. Titel van het project: Examining the synaptic plasticity and epigenetics of ventral hippocampus 

due to emotional memory associated with morphine abuse    

3. Titel van de NTS: Morfine-gerelateerd emotioneel geheugen en plasticiteit in de hippocampus   

 

4. Type aanvraag: 

 nieuwe aanvraag projectvergunning 

 wijziging van vergunning met nummer 

 

5. Contactgegevens DEC: 

- naam DEC:  RUDEC 

- telefoonnummer contactpersoon:  , bereikbaar op maandag, dinsdag, en 

 donderdag van 9:00 tot 15:00 uur 

- e-mailadres contactpersoon:   

 

6. Adviestraject (data dd-mm-jjjj): 

 ontvangen door DEC: 20-06-2017 

 aanvraag compleet 

 in vergadering besproken: 04-07-2017 

 anderszins behandeld 

 termijnonderbreking(en) van 10-07-2017 tot 25-07-2017 

 besluit van CCD tot verlenging van de totale adviestermijn met maximaal 15 werkdagen  

 aanpassing aanvraag: 24-07-2017 

 advies aan CCD: 24-08-2017 

 

7. De inhoud van dit project is afgestemd met de IvD en deze heeft geen bezwaren tegen de 

uitvoering van het project binnen deze instelling. 

 

8. Eventueel horen van aanvrager: n.v.t. 

 

9. Correspondentie met de aanvrager: 

- Datum vragen: 10-07-2017 

- Datum antwoorden: 25-07-2017 

- Gestelde vragen en antwoorden: 

 

  Algemeen: 

  -Een looptijd van 5 jaar lijkt vrij lang voor dit onderzoek. Waarom is dit aangevraagd? 

Antwoord: This happened out of habit, when starting up a new protocol in Iventionles. We 

have reduced the duration to 2.5 years (to anticipate planned animal facility constructions). 

-Dezelfde persoon kan niet projectleider, verantwoordelijk onderzoeker en vervangend 

onderzoeker zijn. De commissie verzoekt de aanvrager ten minste een vervangende 

onderzoeker aan te wijzen. 

Antwoord: Msc. Mina Sadighi will be project leader, but we cannot yet add her because her 

registration has to be prolonged, taking time. Will we adjust this as soon as the registration 

prolongation has been arranged 

Project Proposal: 

5.
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-3.1: De nieuwste referentie stamt uit 2010. Is er sindsdien niets meer gepubliceerd over dit 

onderwerp? 

Antwoord: Yes, there are new references, which are listed below. We incorporated the text 

below in section 3.1. 

   

  New references for LTP and morphine abuse: 

-Morphine has no effect on the magnitude of LTP in the CA1 region of hippocampal slices, but 

attenuates LTP in vivo (Fakira et al., 2014; Wen et al., 2014). It was found that LTP was 

slightly impaired in naïve prenatal morphine exposure rats (Tan et al., 2015). In other 

research it was shown that acute in-vivo morphine administration induces the long-term 

potentiation (Mor-LTP) of field excitatory postsynaptic potentials at the prefrontal cortex-to-

nucleus accumbens shell synapses (Zheng et al., 2014). 

 

New references for DNA methylation: 

Upregulation of DNA methyltransferase 3a and 3b and global DNA hypomethylation were 

observed in the nucleus accumbens core (Nac) of cocaine-pretreated rats (Wright et al., 

2015). Higher DNA methylation associated with chronic opioid exposure was reproduced in an 

independent cohort of opioid-treated as compared to non-opioid-treated pain patients. This 

suggests that opioids may stimulate DNA methylation (Doehring et al., 2013; Trivedi et al., 

2014). In opiate users, increased methylation of 2 CpG dinucleotides in the μ-opioid receptor 

gene (OPRM1) promoter region has been demonstrated (Ebrahimi et al., 2017). 

 

  References: 

Doehring A, Oertel BG, Sittl R, Lötsch J (2013) Chronic opioid use is associated with increased DNA 

methylation correlating with increased clinical pain. PAIN® 154:15-23. 

Ebrahimi G, Asadikaram G, Akbari H, Nematollahi MH, Abolhassani M, Shahabinejad G, 

Khodadadnejad L, Hashemi M (2017) Elevated levels of DNA methylation at the OPRM1 promoter 

region in men with opioid use disorder. The American journal of drug and alcohol abuse:1-7. 

Fakira AK, Portugal GS, Carusillo B, Melyan Z, Morón JA (2014) Increased SK2 channel-mediated 

negative feedback on NMDAR impairs synaptic plasticity following context-dependent sensitization to 

morphine. Biological psychiatry 75:105. 

Tan JW, Duan TT, Zhou QX, Ding ZY, Jing L, Cao J, Wang LP, Mao RR, Xu L (2015) Impaired contextual 

fear extinction and hippocampal synaptic plasticity in adult rats induced by prenatal morphine 

exposure. Addiction biology 20:652-662. 

Trivedi M, Shah J, Hodgson N, Byun H-M, Deth R (2014) Morphine Induces Redox-Based Changes in 

Global DNA Methylation and Retrotransposon Transcription by Inhibition of Excitatory Amino Acid 

Transporter Type 3–Mediated Cysteine Uptake. Molecular pharmacology 85:747-757. 

Wen D, Zang G, Sun D, Yu F, Mei D, Ma C, Cong B (2014) Cholecystokinin-octapeptide restored 

morphine-induced hippocampal long-term potentiation impairment in rats. Neuroscience letters 

559:76-81. 

Wright KN, Hollis F, Duclot F, Dossat AM, Strong CE, Francis TC, Mercer R, Feng J, Dietz DM, Lobo MK 

(2015) Methyl supplementation attenuates cocaine-seeking behaviors and cocaine-induced c-Fos 

activation in a DNA methylation-dependent manner. Journal of Neuroscience 35:8948-8958. 

Zheng Q, Liu Z, Wei C, Han J, Liu Y, Zhang X, Ren W (2014) Activation of the D1 receptors inhibits the 

long-term potentiation in vivo induced by acute morphine administration through a D1–

 GluN2A interaction in the nucleus accumbens. Neuroreport 25:1191-1197. 

 

-3.1: De achtergrondbeschrijving is erg gedetailleerd en afgestemd op vakgenoten, waardoor 

het lastig te volgen is voor de geïnteresseerde leek. Wat zijn de hoofdlijnen? Kan dit 

begrijpelijker gepresenteerd worden? 

Antwoord: We added the following summary to the beginning of section 3.1: In this project 

we will focus for the first time on the ventral hippocampal mechanisms associated with 

morphine-induced associative and emotional memory. We hypothesize that morphine as a 
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stimulus inducing emotional state could entail changes in ventral hippocampal 

neuroplasticity. To look into these issues, we examined how morphine-induced contextual 

memory affects neural activity of the ventral hippocampus. For this, long-term potentiation 

(LTP) as a compelling model for studying the synaptic changes in the strength of 

interneuronal connections will analyzed and it will be based on the changes in amplitude and 

slope of excitatory post synaptic responses (EPSP). Furthermore, the effect of morphine-

induced conditioned place preference on epigenetic modification of genes, DNA methylation, 

in the ventral hippocampus will studied. 

 

-3.3: De gepresenteerde relevantie is erg algemeen gehouden. Kunnen de onderzoekers dit 

wat uitgebreider beschrijven en meer toespitsen op dit onderzoek? 

Antwoord: We have added the following text: The main goal of this research is about long 

lasting changes in the ventral hippocampus following morphine-associated-context memory. 

The findings of this project could provide novel insight into the mechanism by which 

morphine, and potentially other opioids, can influence on addiction-related plastic alterations 

and as a results drug seeking behavior and drug relapse. Since epigenetic and neural activity 

changes are implicated in drug addiction, this study could serve as a useful resource for 

investigators to explore a novel mechanism of action for other drugs of abuse. 

 

-3.4.3: Is experiment twee zinvol wanneer er geen LTP verschillen worden gevonden? Als zich 

hier een go/no go moment bevindt, dan dient dit duidelijk omschreven te worden. 

Antwoord: These are two separate experiments. In experiment one we are going to 

investigate the effect of morphine induced CPP on neural activity and we will measure LTP. In 

the second experiment we will focus on gene changes as a consequence of morphine induced 

CPP. At the end if we could find any correlation between two experiments we can discuss 

more about the mechanism of neural activity changes. Findings can however be independent. 

 

 

  Description of Animal Procedures: 

  *DAP1 

-A2: Er staat dat alle dieren een stereotactische operatie ondergaan. Dit is toch niet nodig 

wanneer de dieren gebruikt worden voor de DNA methyleringsstudie? Uit de beschrijving bij 

A1 blijkt dat de dieren in twee groepen worden verdeeld, waarbij electrofysiologie bij één 

deel van de dieren wordt uitgevoerd. 

Antwoord: In this part we have a subtitle about LTP and electrophysiology recording. In this 

part we explained about animal’s surgery and electrophysiology and it shows that we do 

surgery for LTP recording. For experiment 2 we will apply decapitation to continue with the 

DNA methylation study; there is no need for a surgery. So we will do stereotaxic surgery just 

for experiment 1 animals. We have clarified that experiment 1 and 2 are separate 

experiments and that no surgery is needed for experiment 2. 

 

-F: Zullen er dieren individueel gehuisvest worden na de stereotactische operatie? Indien van 

toepassing hier graag vermelden, evenals de lengte van deze huisvesting en de onderbouwing 

van de noodzaak. 

Antwoord: After surgery the animals will housed individually because we will fix the 

electrodes in the skull of animals and we should be careful to not hurts the electrodes. If the 

animals are housed in groups they start to touch the electrodes on the head of other animals 

and this is what we want to prevent; it can lead to drop-out of animals. After surgery the 

animals will have 1 week recovery. There are 10 days needed for CPP testing, and at the CPP 

test day we will perform the electrophysiological recordings. So in total we need to keep 

animals for 17 days in individual cages. We have added this to section F. 
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 De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag  

 

10. Eventuele adviezen door experts (niet lid van de DEC): n.v.t. 

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling) 

 

1. Het project is vergunningplichtig (dierproeven in de zin der wet). 

2. De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag. 

3. De DEC is competent om hierover te adviseren. 

4. Er is geen betrokkenheid van DEC-leden bij deze projectaanvraag, waardoor onafhankelijkheid en 

onpartijdigheid zijn gewaarborgd. 

C. Beoordeling (inhoud) 

1. Deze aanvraag heeft een concrete doelstelling en kan getypeerd worden als een project van 

beperkte omvang. De opzet komt het best overeen met voorbeeld 4b uit de handreiking ‘Wat is 

een project’. De verschillende subdoelen zijn noodzakelijk om de doelstelling te behalen. Het is 

niet mogelijk om de individuele doelen te toetsen, omdat er sprake is van onderlinge 

afhankelijkheid. Het is helder welke handelingen individuele dieren zullen ondergaan. Hierdoor is 

ook duidelijk welk ongerief individuele dieren zullen ondergaan. De aanvrager heeft, zowel 

binnen de doelstellingen en bijlagen dierproeven, als tussen de doelstellingen, beschreven op 

basis van welke criteria zij zal besluiten het project voort te zetten. De DEC is er daardoor van 

overtuigd dat de aanvrager gedurende het project op zorgvuldige wijze besluiten zal nemen over 

de voortgang van het project en er niet onnodig dieren gebruikt zullen worden. Gezien 

bovenstaande is de DEC van mening dat de aanvraag toetsbaar is en voldoende samenhang 

heeft. 

 

2. Voor zover de DEC weet is er geen “tegenstrijdige” wetgeving die het uitvoeren van de 

experimenten in de weg zou kunnen staan.  

 

3. De in de aanvraag aangekruiste doelcategorie is in overeenstemming met de hoofddoelstelling.  

Belangen en waarden 

 

4. Het directe doel van het project is te onderzoeken of het emotionele geheugen voor morfine 

verslaving geassocieerd is met door morfine veroorzaakte veranderingen in neuronale plasticiteit 

en epigenetische veranderingen in de ventrale hippocampus. Het uiteindelijke doel is meer 

inzicht te verkrijgen in mechanismen die een rol spelen bij verslaving, zodat uiteindelijk nieuwe 

behandelingen voor drugsverslaafden ontwikkeld kunnen worden. De onderzoekers zullen de 

veranderingen in plasticiteit en epigenetica van de ventrale hippocampus veroorzaakt door 

morfineverslaving onderzoeken. Dit geeft een indicatie van de mechanismen die mogelijk 

betrokken zijn bij verslaving, maar levert niet direct bruikbare handvatten voor nieuwe 

behandelingen. Er is daarom binnen deze aanvraag geen directe relatie tussen het doel van deze 

projectaanvraag en het uiteindelijke doel. De aanvrager heeft duidelijk gemaakt dat de kennis 

van de mechanismen die betrokken zijn bij het ontstaan van drugsverslaving  nog zeer beperkt is, 

dat deze kennis nodig is voor de ontwikkeling van nieuwe behandelingen, en dat er behoefte is 

aan nieuwe behandelingen voor drugsverslaving. Naar de mening van de DEC is het doel van 
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deze projectaanvraag daarom gerechtvaardigd binnen de context van het onderzoeksveld. 

 

5. De belangrijkste belanghebbenden in deze projectaanvraag zijn de proefdieren, de onderzoekers 

en de doelgroep/samenleving. 

Voor de proefdieren geldt dat hun welzijn en integriteit worden aangetast. De dieren zullen 

beperkt worden in hun natuurlijke gedrag en gedurende de proeven zullen de dieren stress 

ondervinden en pijn ondergaan. Uiteindelijk zullen ze in het kader van het onderzoek gedood 

worden. De dieren hebben er belang bij hiervan gevrijwaard te blijven. 

Voor de onderzoekers geldt dat het publiceren van belangrijke nieuwe wetenschappelijke 

inzichten resulteert in een goede wetenschappelijke reputatie, hetgeen vaak de sleutel is voor 

het verkrijgen van nieuwe onderzoeksmiddelen en mogelijkheden. Dit kan door de onderzoeker 

zelf van belang geacht worden, maar dient naar de mening van de DEC geen rol te spelen in de 

ethische afweging over de toelaatbaarheid van het gebruik van proefdieren. Het gaat uiteindelijk 

om de vraag of dit onderzoek belangrijke maatschappelijke en wetenschappelijke doelen dient 

(gezondheid, kennis). 

Voor de doelgroep en de samenleving is dit onderzoek op de lange termijn van belang, omdat 

het kan bijdragen aan de ontwikkeling van nieuwe behandelingen voor drugsverslaving. Gerichte 

behandeling op basis van mechanistisch inzicht kan bijdragen aan effectievere behandeling van 

verslaving, bijvoorbeeld omdat men de verslaafde medicamenteus of anderszins kan 

ondersteunen bij het staken van het gebruik van de verslavende middelen. Kunnen beschikken 

over adequate behandelingen voor (drugs)verslaving, is van groot belang voor de samenleving. 

6. De onderzoekers vermelden geen onbedoelde effecten op het milieu. De DEC ziet geen redenen 

om aan te nemen dat die er wel zijn. 

 

Proefopzet en haalbaarheid 

 

7. De kennis en kunde van de onderzoeksgroep en andere betrokkenen bij de dierproeven zijn 

voldoende gewaarborgd. De commissie is overtuigd van de kwaliteit van het werk van de 

aanvrager. De aanvrager beschikt over voldoende kennis en kunde om te kunnen voldoen aan 

alle zorgvuldigheidseisen omtrent het verrichten van dierproeven.  

 

8. De doelstellingen van het project zijn realistisch en de voorgestelde experimentele opzet en 

uitkomstparameters sluiten hier logisch bij aan. Bovendien heeft deze groep veel ervaring in dit 

onderzoeksveld en met de voorgestelde dierproeven. De DEC is dan ook van mening dat het 

project goed is opgezet, en dat deze strategie en experimentele aanpak kunnen leiden tot het 

behalen van de doelstelling binnen het kader van het project.  

 

Welzijn dieren 

 

9. Er is geen sprake van de volgende bijzonderheden op het gebied van categorieën van dieren, 

omstandigheden of behandeling van de dieren: 

 Bedreigde diersoort(en) (10e lid 4) 

 Niet-menselijke primaten (10e) 

 Dieren in/uit het wild (10f) 

 Niet gefokt voor dierproeven (11, bijlage I richtlijn) 

 Zwerfdieren (10h) 

 Hergebruik (1e lid 2) 

 Locatie: buiten instelling vergunninghouder (10g) 

 Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13) 

 Dodingsmethode niet volgens bijlage IV richtlijn (13c lid 3) 
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10. De huisvesting en verzorging van de dieren zijn conform de eisen in bijlage III van richtlijn 

2010/63/EU. 

 

11. Het cumulatieve ongerief als gevolg van de dierproeven is realistisch ingeschat en geclassificeerd. 

Het ongerief voor de dieren wordt hoofdzakelijk veroorzaakt door de stereotactische operatie en 

de gedragstesten. Het cumulatieve ongerief voor de helft van de dieren wordt ingeschat als 

matig door de combinatie van gedragstesten en de operatie. Voor de overige dieren is het 

ongerief licht: zij worden niet geopereerd. 

 

12. De integriteit van dieren wordt in lichte mate aangetast door de gevolgen van de 

morfinetoediening en het instrumentele gebruik van de dieren dat inherent is aan het doen van 

dierproeven.  

 

13. De criteria voor humane eindpunten zijn voldoende specifiek gedefinieerd en toegesneden op 

het experiment. Het percentage dieren dat naar verwachting een humaan eindpunt zal bereiken 

is op basis van ervaring met dit ratmodel ingeschat. De commissie is het eens met deze 

inschatting en de gehanteerde humane eindpunten.  

 

3V’s 

 

14. De aanvrager heeft voldoende aannemelijk gemaakt dat er geen geschikte 

vervangingsalternatieven zijn. De onderzoekers willen veranderingen in gedrag koppelen aan 

veranderingen in neurale activiteit en epigenetische effecten in het DNA. Dit kan niet zonder 

proefdieren worden onderzocht. 

 

15. Het maximale aantal te gebruiken dieren is realistisch ingeschat en is proportioneel ten opzichte 

van de gekozen onderzoeksopzet en de looptijd. De onderzoekers hanteren een goede strategie 

om ervoor te zorgen dat er met het kleinst mogelijke aantal dieren wordt gewerkt waarmee nog 

een wetenschappelijk betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. Op basis van poweranalyses 

wordt de benodigde groepsgrootte berekend.  

 

16. Het project is in overeenstemming met de vereiste van de verfijning van dierproeven. De rat is 

het kleinste dier met een voldoende uitgebreid gedragsrepertoire waarin de benodigde operaties 

met een hoog slagingspercentage kunnen worden uitgevoerd. De dieren ontvangen adequate 

pijnstilling voor de handelingen waarvoor dit vereist is. De DEC is ervan overtuigd dat de 

beschreven proefopzet de meest verfijnde is en dat de dierproeven zo humaan mogelijk worden 

uitgevoerd.  

17. Het betreft geen wettelijk vereist onderzoek.  

 

 

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 

 

18. De aanvrager zal in het project alleen gebruik maken van mannelijke dieren. De aanvrager geeft 

hiervoor de volgende onderbouwing: we gebruiken mannelijke ratten omdat drugsverslaving 

meer voorkomt bij mannen dan bij vrouwen. De DEC is van mening dat de aanvrager het gebruik 

van uitsluitend mannelijke dieren in voldoende mate wetenschappelijk heeft onderbouwd. Het 

(ook) gebruiken van vrouwelijke dieren in dit fundamentele stadium van het onderzoek zou naar 
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het oordeel van de DEC bovendien slechts tot gebruik van extra dieren leiden, zonder dat dit 

extra informatie oplevert. 

19. De dieren zullen in het kader van het project gedood worden. Dit is noodzakelijk om 

verschillende weefsels te kunnen onderzoeken voor het beantwoorden van bepaalde 

onderzoeksvragen. De gebruikte dodingsmethode staat vermeld in bijlage IV van richtlijn 

2010/63/EU.  

20. Er worden in deze projectaanvraag geen landbouwhuisdieren, honden, katten of niet-humane 

primaten gebruikt (en dus ook niet gedood om niet-wetenschappelijke redenen). 

NTS 

 

21. De niet-technische samenvatting is een evenwichtige weergave van het project en begrijpelijk 

geformuleerd. 

D. Ethische afweging 

 

1.  Rechtvaardigt het belang van de doelstelling van het project het ongerief dat de dieren wordt 

aangedaan, en is aan alle zorgvuldigheidseisen (3V’s) voldaan? 

 

2.  Er vindt een lichte of matige aantasting van welzijn en integriteit van de proefdieren plaats 

(beschreven in C9 tot C20). De doelstellingen kunnen niet zonder dieren behaald worden. De 

onderzoekers doen al het mogelijke om het lijden van de dieren en het aantal dieren te 

beperken. 

 Voor patiënten en de samenleving is dit onderzoek indirect en op de lange termijn van belang, 

omdat het kan bijdragen aan een verbetering van de gezondheid en kwaliteit van leven van 

mensen die verslaafd zijn. De DEC kent daar veel gewicht aan toe om de volgende redenen. 

Verslaving aan morfine en andere geneesmiddelen en drugs is moeilijk te behandelen. Veel ex-

verslaafden raken toch weer verslaafd, mede omdat er een te sterk geheugen is voor de 

omgeving waar de effecten van drugs worden ervaren. De resultaten van dit project zullen meer 

licht werpen op het ontstaan van dit geheugen. Op lange termijn kan deze kennis bijdragen aan 

de ontwikkeling van interventies die dit geheugen afzwakken, waardoor een (morfine)verslaving 

met meer succes behandeld zou kunnen worden. De commissie acht het ontwikkelen van nieuwe 

therapieën voor (morfine)verslaving van substantieel belang. Meer kennis over 

geheugenvorming bij verslaving is ook voor andere onderzoeksgebieden van belang. 

 

3.  De DEC is overtuigd van het belang van de doelstellingen: onderzoeken of het emotionele 

geheugen voor morfine verslaving geassocieerd is met door morfine veroorzaakte veranderingen 

in neuronale plasticiteit en epigenetische veranderingen in de ventrale hippocampus. Het 

uiteindelijke doel is meer inzicht te verkrijgen in mechanismen die een rol spelen bij verslaving, 

zodat uiteindelijk nieuwe behandelingen voor drugsverslaafden ontwikkeld kunnen worden. De 

DEC is van mening dat de belangen van de patiënten en de samenleving voldoende zwaar wegen 

om het schaden van de belangen van de proefdieren (om gevrijwaard te blijven van een 

aantasting van hun welzijn en integriteit) te rechtvaardigen. De commissie is overtuigd van de 

kwaliteit van het werk van de aanvrager. De DEC is van mening dat het project goed is opgezet, 

en dat de gekozen strategie en experimentele aanpak kunnen leiden tot het behalen van de 

doelstelling binnen het kader van het project. De aanvrager heeft voldoende aannemelijk 

gemaakt dat er geen geschikte vervangingsalternatieven zijn, dat het doel niet met minder 

dieren behaald kan worden, dat de gebruikte aanpak de meest verfijnde is en dat zij zal kunnen 
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voorkomen dat mens, dier en het milieu onbedoelde negatieve effecten ondervinden als gevolg 

van de dierproeven.  

 De DEC is van oordeel dat het hier boven geschetste belang de onvermijdelijke nadelige gevolgen 

van dit onderzoek voor de dieren, in de vorm van angst, pijn of stress, rechtvaardigt. Aan de eis 

dat het belang van de experimenten op dient te wegen tegen het ongerief dat de dieren wordt 

berokkend, is voldaan. 

E. Advies 

 

1. Advies aan de CCD 

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen  

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen onder de volgende voorwaarden 

o Op grond van het wettelijk vereiste dient de projectleider bij beëindiging van het 

project een beoordeling achteraf aan te leveren die is afgestemd met de IvD. 

o Voor de uitvoering van dit project is tevens ministeriële ontheffing vereist 

o Overige door de DEC aan de uitvoering verbonden voorwaarden, te weten... 

 

   De DEC adviseert de vergunning niet te verlenen vanwege: 

o De vaststelling dat het project niet vergunningplichtig is om de volgende redenen:… 

o De volgende doorslaggevende ethische bezwaren:… 

o De volgende tekortkomingen in de aanvraag:… 

 

2. Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus. 

 

3. Er zijn geen knelpunten of dilemma’s geconstateerd – zowel binnen als buiten de context van het 

project - die de verantwoordelijkheid en competentie van de DEC overstijgen. 

 



6.
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Dear CCD committee members, 

Thank you for evaluating our proposal with the number AVD1030020173165 (internal 

number 2017-0035). Please find below how we addressed your questions in the proposal. 

Kind regards, 

 and 

����������	
������	
������������������������������������������������
���������	
����	�������
� �

!
��������"���
	��#   PhD,  Animal Welfare Body RU/Radboudumc,

Question 1: 

U geeft aan dieren in experiment 2 te doden middels decapitatie zonder verdoving. Als reden hiervoor geeft u 

aan dat anesthesie epigenetica en gen expressie zou kunnen beïnvloeden. Deze onderbouwing is te algemeen en 

wordt als niet voldoende beschouwd. U wordt gevraagd aan te geven wat hierover bekend is in het kader van uw 

onderzoek 

Answer: Exposure to a drug may lead to altered regulation of hundreds of genes or more. General anesthetics 

were once believed to be ‘drugs without receptors’ but this view has been largely abandoned. During the past 

decade significant progress in understanding of the mechanisms of general anesthetic action at the molecular, 

cellular and neural systems levels has been made (1,2). Exposure to general anesthesia causes substantial 

epigenetic modulations. Epigenetic mechanisms translate environmental influences into changes in the 

expression of target genes (3). Enzymatic modifications (e.g., acetylation, methylation, phosphorylation) of 

amino acids in the N-terminus of histones lead to dramatic changes in chromatin structure (4). Data from the 

literature show that general anesthesia causes H3 hypoacetylation of N-terminal lysines, an epigenetic change 

known to result in the condensed conformation of chromatin which is less conducive to transcription (5). 

Transcription of two target genes, BDNF and c-Fos, was indeed decreased by anesthesia, a change that occurred 

at least in part due to histone hypoacetylation in their promotor regions. Another study has demonstrated  that 

brief general anesthesia produces changes in gene expression in the hippocampus of rats that last at least 2 days 

(7?). The affected genes participate in a wide array of processes including cell survival, signal transduction and 

synaptic plasticity, transcriptional regulation, metabolism, cell cycle, protein biosynthesis, and structural and 

vesicular processes, implying that multiple molecular processes are still altered 2 days after general anesthesia. 

This study showed that in anesthetized rats compared to unanesthesized controls, 297 genes were differentially 

expressed 2 days following anesthesia (P < 0.05). Of these, 64% were up-regulated and 36% were down-

regulated (figure1) (7). In addition, hippocampal BDNF expression was found to be reduced in adult animals 

treated with isoflurane (8). It has been shown that general anesthetics also can cause substantial changes in 

protein expression (Table1) [9,1]. For example, even brief exposure to isoflurane leads to widespread changes in 

genetic control in the amygdala 6 h after exposure (10). Based on all studies mentioned above, we decided to 

decapitate rats without using anesthesia to prevent effect of these drugs on epigenetic modifications. Since we 

aim to study the epigenetic mechanisms associated with morphine-induced contextual memories, and the use of 

anesthetics would literally make it impossible to make those effects visible.  

8.



Figure 1. Scatter plot of gene expression ratios between anesthetized and control animals. Data are derived from 

Affymetrix gene chip analysis and are presented according to expression intensity. Differentially expressed 

genes ± S.D. are depicted in red (7). 
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-Question 2:                                  

U geeft aan alleen mannelijke dieren te willen gebruiken. De reden hiervoor is dat verslaving meer voorkomt bij 

mannen dan bij vrouwen. Deze onderbouwing is niet voldoende. U wordt daarom verzocht de keuze voor alleen 

mannelijke dieren beter te onderbouwen. 

Answer: We want to use male rats because of the following reasons:  

- The rates of drug abuse are currently lower in women than in men. Adult men are 2–3 times more 

likely than women to have a drug abuse/dependence disorder (1).  

- Morphine withdrawal signs are more marked in males than in females. Dopamine levels, a 

neurotransmitter which mediates several behavioral effects of opiates, were modified only in male 

by the morphine withdrawal syndrome (2). 

- Male rats are more sensitive to the effects of morphine than female rats. A research study showed 

that morphine is more potent in males compared with females (3). Sex differences in morphine 

sensitivity are due to differences in opiate receptor density, binding and localization, as well as sex 

differences in the anatomy and physiology of opiate-responsive neural circuits (4,5,6). 

Because males and females differ in terms of vulnerability to drug addiction and their sensitivity to morphine, 

we cannot mix males and females in a group. When including females, the number of rats required for the 



current project would double. Moreover, the male rat data we obtained previously (Sadigi et al. Addiction 

Biology, in press) that serve as a basis for the present project would require extension to females. The costs (a 

substantial increase in the number of animals) do not weigh against the benefits (understanding the 

neurobiological mechanisms underlying morphine addiction in females, which are 2-3 times less likely to 

become addicted than males). Therefore, we believe it is scientifically sound to use male rats in the current 

project. 

The arguments in the DAP text have been extended in line with the information given above.  
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Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 316.3: 1195-1201.

4. Loyd DR, Murphy AZ (2006) Sex differences in the anatomical and functional organization of 

the periaqueductal gray-rostral ventromedial medullary pathway in the rat: a potential circuit 

mediating the sexually dimorphic actions of morphine. J Comp Neurol 496:723–738 

5. Loyd DR, Murphy AZ (2008) Androgen and estrogen receptor localization on periaqueductal 

gray-rostral ventromedial medullary neurons in the male and female rat. J Chem Neuroanat 

36:216–226.  

6. Loyd DR, Morgan MM, Murphy AZ (2007) Morphine preferentially activates the 

periaqueductal gray-rostral ventromedial medullary pathway in the male rat: a potential 

mechanism for sex differences in antinociception. Neuroscience 147:456–468. 

Question 3: 

- U geeft in de NTS aan dat dieren na de operatie sociaal gehuisvest worden om stress te verminderen. Dit klopt 

niet. De dieren worden juist individueel gehuisvest. U wordt verzocht dit aan te passen. Daarnaast wordt u 

verzocht de titel van de NTS aan te passen en een aantal moeilijke woorden in de NTS te vervangen 

Answer: Thank you for noticing this error. We have corrected it.  The title has been changed into: “Onderzoek 

naar de hersen mechanismen die ten grondslag liggen aan drug-gerelateerd geheugen” 
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� 7KLV DSSHQGL[ VKRXOG EH HQFORVHG ZLWK WKH SURMHFW SURSRVDO IRU
DQLPDO SURFHGXUHV�
� $ GLIIHUHQW DSSHQGL[ 
GHVFULSWLRQ DQLPDO SURFHGXUHV
 VKRXOG EH
HQFORVHG IRU HDFK W\SH RI DQLPDO SURFHGXUH�
� )RU PRUH LQIRUPDWLRQ� VHH RXU ZHEVLWH ZZZ�]ER�FFG�QO�
� 2U FRQWDFW XV E\ SKRQH� ���������������

9.
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:H ZLOO VXEMHFW UDWV WR WKH PRUSKLQH�LQGXFHG FRQGLWLRQHG SODFH SUHIHUHQFH �&33� WHVW� 7KH SULPDU\ RXWFRPH SDUDPHWHU LV FRQGLWLRQHG SODFH
SUHIHUHQFH �SUHIHUHQFH IRU GUXJ�DVVRFLDWHG FRPSDUWPHQW GXULQJ WKH SRVW�WHVW PLQXV WKH SUH�WHVW�
:H KDYH WKH IROORZLQJ FRQWURO JURXSV�
�6DOLQH &33� FRQWURO IRU PRUSKLQH &33
�&33 ZLWKRXW LQMHFWLRQ� FRQWURO IRU VDOLQH &33� WHVWLQJ ZKHWKHU H[SRVXUH WR WKH &33 LWVHOI FDXVHV FKDQJHV LQ SODVWLFLW\
�5HSHDWHG PRUSKLQH LQMHFWLRQ� WLPH PDWFKHG ZLWK &33��FRQWURO IRU PRUSKLQH &33� WHVWLQJ ZKHWKHU SODVWLFLW\ FKDQJHV DUH UHODWHG WR PRUSKLQH�LQGXFHG
HPRWLRQDO PHPRU\ DQG QRW MXVW WKH UHZDUGLQJ HIIHFWV RI PRUSKLQH
�5HSHDWHG VDOLQH LQMHFWLRQ� WLPH PDWFKHG ZLWK &33� FRQWURO IRU VDOLQH &33 DQG UHSHDWHG PRUSKLQH LQMHFWLRQ
�6LQJOH PRUSKLQH LQMHFWLRQ� FRQWURO IRU UHSHDWHG PRUSKLQH LQMHFWLRQ� DFXWH PRUSKLQH HIIHFW �QR VHQVLWL]DWLRQ DV PD\ RFFXU XSRQ UHSHDWHG GUXJ
H[SRVXUH�
�6LQJOH VDOLQH LQMHFWLRQ� FRQWURO IRU UHSHDWHG VDOLQH DQG VLQJOH PRUSKLQH LQMHFWLRQ� DFXWH LQMHFWLRQ VWUHVV HIIHFW

7KHQ� WKH DQLPDOV DUH GLYLGHG LQWR VHSDUDWH� LQGHSHQGHQW WZR JURXSV�
�� ,Q YLYR HOHFWURSK\VLRORJ\� ZH PHDVXUH /73 LQGXFWLRQ
�� ([ YLYR HSLJHQHWLFV� ZH PHDVXUH JOREDO '1$ PHWK\ODWLRQ

0RUSKLQH�LQGXFHG FRQGLWLRQHG SODFH SUHIHUHQFH��&33� 7R PHDVXUH PRUSKLQH�LQGXFHG FRQWH[WXDO PHPRU\ UDWV DUH WHVWHG LQ DYDLODEOH WKUHH�
FRPSDUWPHQW FKDPEHUV ZKLFK DUH YLVXDOO\ GLVWLQFWLYH� 7KH &33 WUDLQLQJ FRQVLVWV RI WKUHH GLIIHUHQW SKDVHV� SUHFRQGLWLRQLQJ �GD\ ��� FRQGLWLRQLQJ �GD\
���� DQG SRVW�FRQGLWLRQLQJ �GD\ ���� 'XULQJ SUHFRQGLWLRQLQJ , GHWHUPLQH WKH LQLWLDO SUHIHUHQFH IRU HLWKHU FRPSDUWPHQW� 7KH UDWV DUH LQGLYLGXDOO\
SODFHG LQ WKH LQWHUPHGLDWH FRPSDUWPHQW DQG DOORZHG WR IUHHO\ WKH ZKROH FKDPEHU IRU �� PLQ� 'XULQJ FRQGLWLRQLQJ ��� PLQ�GD\�� PRUSKLQH &33 UDWV
ZLOO EH�VXEFXWDQHRXVO\�LQMHFWHG ZLWK PRUSKLQH ��� PJ�NJ� DQG LPPHGLDWHO\ SODFHG LQ WKH OHDVW SUHIHUUHG FRPSDUWPHQW� 7KH QH[W GD\ WKH &&3 UDWV
ZLOO EH WUHDWHG ZLWK VDOLQH DQG WKHQ EH FRQILQHG WR WKH RSSRVLWH FRPSDUWPHQW� 7KLV LQMHFWLRQ RUGHU ZLOO EH UHSHDWHG IRU � FRQVHFXWLYH GD\V� 5DWV LQ WKH
VDOLQH &33 JURXS ZLOO UHFHLYH VDOLQH GXULQJ DOO FRQGLWLRQLQJ GD\V���$W WKH WHVW GD\ UDWV DUH JLYHQ IUHH DFFHVV WR WKH HQWLUH FKDPEHU IRU �� PLQ ZLWKRXW
UHFHLYLQJ DQ\ LQMHFWLRQ�� 7LPH VSHQW LQ HDFK FRPSDUWPHQW ZLOO EH PHDVXUHG XVLQJ WUDFNLQJ VRIWZDUH �(WKRYLVLRQÑ�� 7LPH VSHQG LQ WKH FRQGLWLRQLQJ
FKDPEHU GXULQJ WKH SRVW�WHVW PLQXV WKH SUH�WHVW GHILQHV &33�
7KH &33 ZLOO EH GRQH�DFFRUGLQJ WR WKH IROORZLQJ VFKHPH��
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Preconditioning: 
15 ID1D 

1 2 3 4 5 6 7 

( Conditioning: 40 min ) 

Saline injection (SC) ] 

Morphine injection (SC) n 
~-~ 

8 9 10 

Test: 
15min 

Days 
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([SHULPHQW �� /73� (OHFWURSK\VLRORJLFDO UHFRUGLQJV�

Day Test cage compartment Time 

Day 1 Pre-test Free access to all 3 15 min 
Day 2 Morphine s.c 1 40min 
Day3 Saline s.c 3 40min 

Day4 Morphine s.c 1 40 min 
DayS Saline s.c 3 40min 
Day6 Morphine s.c 1 40min 
Day 7 Saline s.c 3 40 min 
DayS Morphine s.c 1 40min 
Day9 Saline s.e 3 40min 
Day 10 Post test Free access to all 3 15 min 
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6HYHQ JURXSV RI UDWV �PRUSKLQH�&33� VDOLQH�&33� &33 ZLWKRXW LQMHFWLRQ� UHSHDWHG PRUSKLQH LQMHFWLRQ ZLWKRXW WUHDWPHQW LQ &33 ER[� UHSHDWHG VDOLQH
LQMHFWLRQ ZLWKRXW WUHDWPHQW LQ &33 ER[� VLQJOH PRUSKLQH LQMHFWLRQ DQG VLQJOH VDOLQH LQMHFWLRQ� ZLOO EH VXEPLWWHG WR VWHUHRWDFWLF VXUJHU\ WR LPSODQW
HOHFWURGHV LQWR WKH YHQWUDO KLSSRFDPSXV RI WKH EUDLQ� 6WHUHRWDFWLF VXUJHU\ �VXUJHU\ WLPH� DSSUR[LPDWHO\ ����� PLQXWHV� ZLOO EH SHUIRUPHG XQGHU
LVRIOXUDQH DQHVWKHVLD� $IWHU DQHVWKHWL]LQJ � WKH KHDG LV IL[HG LQ D VWHUHRWD[LF KHDG�KROGHU� 7KH VNXOO ZLOO EH H[SRVHG DQG D FRQFHQWULF ELSRODU
VWLPXODWLQJ HOHFWURGH ZLOO EH SODFHG LQ WKH YHQWUDO KLSSRFDPSXV WR VWLPXODWH WKH VFKDIIHU FROODWHUDO� $ UHFRUGLQJ HOHFWURGH ZLOO EH ORZHUHG LQ
WKH�YHQWUDO &$� XQWLO WKH PD[LPDO UHVSRQVH ZLOO REVHUYHG� 7KHQ WKH HOHFWURGHV ZLOO EH IL[HG ZLWK GHQWDO FHPHQW RQ WKH VNXOO� $IWHU UHFRYHU\ DQG
SHUIRUPLQJ WKH &33 WHVW� LPPHGLDWHO\ DIWHU WKH SRVW�WHVW� SDLUHG SXOVH IDFLOLWDWLRQ ZLOO EH UHFRUGHG �� PLQ EHIRUH DQG DIWHU /73 LQGXFWLRQ �� EULHI KLJK�
IUHTXHQF\ FRQGLWLRQLQJ VWLPXOXV WUDLQV �HDFK FRQVLVWLQJ RI �� SXOVHV DW ��� +]� DW D IUHTXHQF\ RI RQH WUDLQ SHU �� V�� 7KHQ DQLPDOV DQHVWKHWL]HG DQG
EUDLQ ZLOO UHPRYH WR GR KLVWRORJLFDO YHULILFDWLRQ�
�
([SHULPHQW �� &ROOHFWLQJ VDPSOHV DQG JOREDO '1$ PHWK\ODWLRQ DQDO\VLV�

5HIHUHQFHV�
6RQJ� /LJXR� HW DO� �6SHFLILF PHWKRG IRU WKH GHWHUPLQDWLRQ RI JHQRPLF '1$ PHWK\ODWLRQ E\ OLTXLG FKURPDWRJUDSK\�HOHFWURVSUD\ LRQL]DWLRQ WDQGHP
PDVV VSHFWURPHWU\��� ����� ������� ��������

'DWD ZLOO EH DQDO\]HG XVLQJ RQH�ZD\ $129$V� *URXS VL]HV ZLOO EH GHWHUPLQHG XVLQJ D SRZHUDQDO\VLV� %DVHG RQ SUHYLRXV ZRUN �+RPEHUJ� ����� ZH
HVWLPDWH JURXS VL]HV DW �� SHU H[SHULPHQWDO JURXS�
)RU H[SHULPHQW � ZH ZLOO XVH �� UDWV SHU JURXS� :H KDYH � JURXSV LQFOXGLQJ� PRUSKLQH�&33� VDOLQH� &33� &33 ZLWKRXW LQMHFWLRQ� VLQJOH PRUSKLQH
LQMHFWLRQ� VLQJOH VDOLQH LQMHFWLRQ� UHSHDWHG PRUSKLQH LQMHFWLRQ WLPH PDWFKHG ZLWK &33� DQG UHSHDWHG VDOLQH LQMHFWLRQ WLPH PDWFKHG ZLWK &33� �,Q WRWDO
ZH ZLOO QHHG� �� [ �  �� UDWV�
)RU H[SHULPHQW � ZH ZLOO XVH �� UDWV SHU JURXS� :H KDYH � JURXSV DV PHQWLRQHG DERYH� �,Q WRWDO ZH ZLOO QHHG� �� [ �  �� UDWV�
7RWDO RI DQLPDOV� ��� UDWV
�
5HIHUHQFH�
+RPEHUJ -5� 'H %RHU 6)� 5DDV¡ +6� 2OLYLHU -'� 9HUKHXO 0� 5RQNHQ (� &RROV $5� (OOHQEURHN %$� 6FKRIIHOPHHU $1� 9DQGHUVFKXUHQ /-� 'H 9ULHV 7-�
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&XSSHQ (� $GDSWDWLRQV LQ SUH� DQG SRVWV\QDSWLF ��+7�$ UHFHSWRU IXQFWLRQ DQG FRFDLQH VXSHUVHQVLWLYLW\ LQ VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU NQRFNRXW UDWV�
3V\FKRSKDUPDFRORJ\ �%HUO�� ���� 2FW��������������� �

7KH WRWDO PD[LPXP QXPEHU RI DQLPDOV WR EH XVHG LQ WKLV DQLPDO SURFHGXUH LV �����
:H XVH PDOH UDWV� EHFDXVH�RI WKH IROORZLQJ UHDVRQV�

• 7KH UDWHV RI GUXJ DEXVH DUH FXUUHQWO\ ORZHU LQ ZRPHQ WKDQ LQ PHQ� $GXOW PHQ DUH �±� WLPHV PRUH OLNHO\ WKDQ ZRPHQ WR KDYH D GUXJ
DEXVH�GHSHQGHQFH GLVRUGHU ����

• 0RUSKLQH ZLWKGUDZDO VLJQV DUH PRUH PDUNHG LQ PDOHV WKDQ LQ IHPDOHV� 'RSDPLQH OHYHOV� D QHXURWUDQVPLWWHU ZKLFK PHGLDWHV VHYHUDO
EHKDYLRUDO HIIHFWV RI RSLDWHV� ZHUH PRGLILHG RQO\ LQ PDOH E\ WKH PRUSKLQH ZLWKGUDZDO V\QGURPH ����

• 0DOH UDWV DUH PRUH VHQVLWLYH WR WKH HIIHFWV RI PRUSKLQH WKDQ IHPDOH UDWV� $ UHVHDUFK VWXG\ VKRZHG WKDW PRUSKLQH LV PRUH SRWHQW LQ PDOHV
FRPSDUHG ZLWK IHPDOHV ���� 6H[ GLIIHUHQFHV LQ PRUSKLQH VHQVLWLYLW\ DUH GXH WR GLIIHUHQFHV LQ RSLDWH UHFHSWRU GHQVLW\� ELQGLQJ DQG ORFDOL]DWLRQ�
DV ZHOO DV VH[ GLIIHUHQFHV LQ WKH DQDWRP\ DQG SK\VLRORJ\ RI RSLDWH�UHVSRQVLYH QHXUDO FLUFXLWV ��������

%HFDXVH PDOHV DQG IHPDOHV GLIIHU LQ WHUPV RI YXOQHUDELOLW\ WR GUXJ DGGLFWLRQ DQG WKHLU VHQVLWLYLW\ WR PRUSKLQH� ZH FDQQRW PL[ PDOHV DQG IHPDOHV LQ D

JURXS� :KHQ LQFOXGLQJ IHPDOHV� WKH QXPEHU RI UDWV UHTXLUHG IRU WKH FXUUHQW SURMHFW ZRXOG GRXEOH� 0RUHRYHU� WKH PDOH UDW GDWD ZH REWDLQHG

SUHYLRXVO\ �6DGLJL HW DO� $GGLFWLRQ %LRORJ\� LQ SUHVV� WKDW VHUYH DV D EDVLV IRU WKH SUHVHQW SURMHFW ZRXOG UHTXLUH H[WHQVLRQ WR IHPDOHV� 7KH FRVWV �D

VXEVWDQWLDO LQFUHDVH LQ WKH QXPEHU RI DQLPDOV� GR QRW ZHLJK DJDLQVW WKH EHQHILWV �XQGHUVWDQGLQJ WKH QHXURELRORJLFDO PHFKDQLVPV XQGHUO\LQJ

PRUSKLQH DGGLFWLRQ LQ IHPDOHV� ZKLFK DUH ��� WLPHV OHVV OLNHO\ WR EHFRPH DGGLFWHG WKDQ PDOHV�� 7KHUHIRUH� ZH EHOLHYH LW LV VFLHQWLILFDOO\ VRXQG WR XVH

PDOH UDWV LQ WKH FXUUHQW SURMHFW�

7KH DUJXPHQWV LQ WKH '$3 WH[W KDYH EHHQ H[WHQGHG LQ OLQH ZLWK WKH LQIRUPDWLRQ JLYHQ DERYH�

�

5HIHUHQFHV�

�������� %HFNHU� -LOO %�� DQG 0LQJ +X� �6H[ GLIIHUHQFHV LQ GUXJ DEXVH� )URQWLHUV LQ QHXURHQGRFULQRORJ\ ���� ������� ������

�������� 'LD]� 6LOYLQD /�� HW DO� 0RUSKLQH ZLWKGUDZDO V\QGURPH DQG LWV SUHYHQWLRQ ZLWK EDFORIHQ� $XWRUDGLRJUDSKLF VWXG\ RI ǋ฀RSLRLG UHFHSWRUV LQ

SUHSXEHUWDO PDOH DQG IHPDOH PLFH� ���� ������� ��������

�������� 3HFNKDP� (OL]DEHWK 0�� DQG -RKQ 5� 7UD\QRU ������� &RPSDULVRQ RI WKH DQWLQRFLFHSWLYH UHVSRQVH WR PRUSKLQH DQG PRUSKLQH�OLNH FRPSRXQGV LQ

PDOH DQG IHPDOH 6SUDJXH�'DZOH\ UDWV� -RXUQDO RI 3KDUPDFRORJ\ DQG ([SHULPHQWDO 7KHUDSHXWLFV ������ ����������
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�������� /R\G '5� 0XUSK\ $= ������ 6H[ GLIIHUHQFHV LQ WKH DQDWRPLFDO DQG IXQFWLRQDO RUJDQL]DWLRQ RI WKH SHULDTXHGXFWDO JUD\�URVWUDO YHQWURPHGLDO

PHGXOODU\ SDWKZD\ LQ WKH UDW� D SRWHQWLDO FLUFXLW PHGLDWLQJ WKH VH[XDOO\ GLPRUSKLF DFWLRQV RI PRUSKLQH� - &RPS 1HXURO �������±���

�������� /R\G '5� 0XUSK\ $= ������ $QGURJHQ DQG HVWURJHQ UHFHSWRU ORFDOL]DWLRQ RQ SHULDTXHGXFWDO JUD\�URVWUDO YHQWURPHGLDO PHGXOODU\ QHXURQV LQ

WKH PDOH DQG IHPDOH UDW� - &KHP 1HXURDQDW ������±����

�������� /R\G '5� 0RUJDQ 00� 0XUSK\ $= ������ 0RUSKLQH SUHIHUHQWLDOO\ DFWLYDWHV WKH SHULDTXHGXFWDO JUD\�URVWUDO YHQWURPHGLDO PHGXOODU\ SDWKZD\ LQ

WKH PDOH UDW� D SRWHQWLDO PHFKDQLVP IRU VH[ GLIIHUHQFHV LQ DQWLQRFLFHSWLRQ� 1HXURVFLHQFH �������±����

6SHFLHV 2ULJLQ 0D[LPXP QXPEHU RI DQLPDOV /LIH VWDJH
5DW �6SUDJXH 'DZOH\� +DUODQ�&KDUOHV 5LYHU �� $GXOW
5DW �6SUDJXH 'DZOH\� +DUODQ�&KDUOHV 5LYHU �� $GXOW
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7KH UDW LV WKH EHVW DQLPDO PRGHO WR SHUIRUP EHKDYLRUDO VWXGLHV WR LQYHVWLJDWH DGGLFWLRQ GLVRUGHUV� %HFDXVH RI WKH FRPSOH[LW\ RI WKHVH NLQG RI
GLVRUGHUV� LW LV LPSRVVLEOH WR XVH OHVV FRPSOH[ DQLPDOV� 6SHFLILF QHXUDO SURMHFWLRQV FDQQRW EH VWXGLHG LQ YLYR LQ KXPDQV� EHFDXVH RI HWKLFDO UHVWUDLQWV�
&HOO�OLQHV FDQQRW EH XVHG EHFDXVH ZH QHHG OLQN QHXURFKHPLFDO DQG QHXUDO DFWLYLW\ FKDQJHV WR FKDQJHV LQ EHKDYLRU�

7KH UHTXHVWHG DPRXQW RI DQLPDOV LV QHHGHG IRU VWDWLVWLFDO UHOLDEOH FRQFOXVLRQV DQG LV WKH PLQLPDO JURXS VL]H RQH FDQ ZRUN ZLWK� )XUWKHUPRUH� WKH
VDPH DQLPDOV ZLOO EH XVHG IRU WKH EHKDYLRUDO SDUDGLJP DQG HOHFWURSK\VLRORJ\ RU HSLJHQHWLF VWXG\ WRJHWKHU WR REWDLQ D KLJK QXPEHU RI LQIRUPDWLRQ�
WKHUHE\ OHDGLQJ WR D PLQLPDO DPRXQW RI DQLPDOV QHHGHG� /RZHU DQLPDOV FDQQRW EH XVHG EHFDXVH WKH VXUJHU\ SURFHGXUHV DUH UHODWLYHO\ FRPSOLFDWHG
OHDGLQJ WR DQ XQDFFHSWDEOH KLJK H[FOXVLRQ RI DQLPDOV �LQ ZKLFK WKH SRVLWLRQ RI WKH HOHFWURGH PLJKW EH ZURQJ� DQG DOVR DOO UDWV LQ &33 PD\ EH QRW
FRQGLWLRQHG�

7KH H[SHULPHQWV ZLOO EH FDUULHG RXW ZLWK WKH OHDVW GLVFRPIRUW SRVVLEOH� )RU WKLV UHDVRQ� FDJH HQULFKPHQW ZLOO EH DSSOLHG� 0RUHRYHU� WKH DQDO\VLV ZH
SURSRVH FDQQRW EH SHUIRUPHG ZLWKRXW VDFULILFLQJ DQLPDOV� $V XVXDO� DOO HIIRUWV ZLOO EH XQGHUWDNHQ WR PLQLPL]H DQLPDO VXIIHULQJ GXULQJ VDFULILFH� 2QO\
H[SHULHQFHG UHVHDUFKHUV ZLOO VDFULILFH WKH DQLPDOV�

7KH GLVFRPIRUW RXU UDWV ZLOO EH H[SRVHG WR LV OLPLWHG WR WKH DEVROXWH PLQLPXP QHFHVVDU\ WR DQVZHU RXU UHVHDUFK TXHVWLRQV� $QLPDOV ZLOO EH PRQLWRUHG
GDLO\ DQG FORVHO\ E\ WKH FDUHWDNHUV DQG VFRUHG LQGLYLGXDOO\ IRU VLJQV RI GLVFRPIRUW DQG FKHFNHG GDLO\ WR EH DEOH WR GHWHFW +XPDQ (QG 3RLQW FRQGLWLRQV
DQG ZHLJKWHG RQFH D ZHHN� +DQGOLQJ RI WKH DQLPDOV ZLOO EH PLQLPL]HG WR UHGXFH KXPDQ LQWHUYHQWLRQ WKDW PD\ FDXVH VWUHVV IRU WKH DQLPDOV�
6XUJHU\ �LPSODQWLQJ HOHFWURGH LQ KLSSRFDPSXV IRU HOHFWURSK\VLRORJ\ UHFRUGLQJ� ZLOO EH SHUIRUPHG XQGHU LVRIOXUDQH DQHVWKHVLD� ,Q DGGLWLRQ� OLGRFDLQH
VROXWLRQ ZLOO EH LQMHFWHG VXEFXWDQHRXVO\ EHIRUH FXWWLQJ WKH VNLQ��3RVVLEOH EOHHGLQJ ZLOO EH VWRSSHG XVLQJ HSLQHSKULQH LQMHFWLRQ��
5DWV ZLOO RQO\ EH PRYHG WR WKHLU DQLPDO URRP DW � KRXU DIWHU VXUJHU\� 'XULQJ WKLV SHULRG� WKH ZRXQG� EUHDWKLQJ DQG DFWLYLW\ RI WKH DQLPDO LV FKHFNHG
HYHU\ �� PLQXWHV� 'XULQJ WKH UHFRYHU\ WLPH RI DW OHDVW � ZHHN� WKH DQLPDO
V FRQGLWLRQ ZLOO EH PRQLWRUHG RQ D GDLO\ EDVLV� 3HUIXVLRQ ZLOO WDNH SODFH
XQGHU GHHS DQHVWKHVLD WR PLQLPL]H DGYHUVH HIIHFWV�

1RW DSSOLFDEOH
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$IWHU VXUJHU\ WKH DQLPDOV ZLOO KRXVHG LQGLYLGXDOO\ EHFDXVH ZH ZLOO IL[ WKH HOHFWURGHV LQ WKH VNXOO RI DQLPDOV DQG ZH VKRXOG EH FDUHIXO WR QRW KXUWV WKH
HOHFWURGHV� ,I WKH DQLPDOV DUH KRXVHG LQ JURXSV WKH\ VWDUW WR WRXFK WKH HOHFWURGHV RQ WKH KHDG RI RWKHU DQLPDOV DQG WKLV LV ZKDW ZH ZDQW WR SUHYHQW�
LW FDQ OHDG WR GURS�RXW RI DQLPDOV� $IWHU VXUJHU\ WKH DQLPDOV ZLOO KDYH � ZHHN UHFRYHU\� 7KHUH DUH �� GD\V QHHGHG IRU &33 WHVWLQJ� DQG LQ WKH &33
WHVW GD\ ZH ZLOO GR HOHFWURSK\VLRORJ\� 6R LQ WRWDO ZH QHHG WR NHHS DQLPDOV IRU �� GD\V LQ LQGLYLGXDO FDJHV��
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:H ZLOO KDQGOH WKH DQLPDOV DW OHDVW � GD\V IRU � PLQ EHIRUH WKH VWDUW RI DQ H[SHULPHQW� 6XUJHU\ ZLOO EH SHUIRUPHG XQGHU LVRIOXUDQH DQHVWKHVLD��,Q
DGGLWLRQ� OLGRFDLQH VROXWLRQ ZLOO EH LQMHFWHG VXEFXWDQHRXVO\ EHIRUH FXWWLQJ WKH VNLQ��3RVVLEOH EOHHGLQJ ZLOO EH VWRSSHG XVLQJ HSLQHSKULQH SHOOHWV� $IWHU
VXUJHU\� UDWV ZLOO EH VXEFXWDQHRXVO\ LQMHFWHG ZLWK 5LPDG\O �DQDOJHVLF GUXJ� DQG &HID]ROLQ �DQWLELRWLF GUXJ�� 5DWV ZLOO RQO\ EH PRYHG WR WKHLU DQLPDO
URRP DW � KRXU DIWHU VXUJHU\� 'XULQJ WKLV SHULRG� WKH ZRXQG� EUHDWKLQJ DQG DFWLYLW\ RI WKH DQLPDO LV FKHFNHG HYHU\ �� PLQXWHV� 'XULQJ WKH UHFRYHU\
WLPH RI DW OHDVW � ZHHN� WKH DQLPDO
V FRQGLWLRQ ZLOO EH PRQLWRUHG RQ D GDLO\ EDVLV� 3HUIXVLRQ ZLOO WDNH SODFH XQGHU GHHS DQHVWKHVLD WR PLQLPL]H DGYHUVH
HIIHFWV�

6WUHVV�

5DWV DUH H[SRVHG WR &33 WHVW FDJHV� ZKLFK PD\ FDXVH VWUHVV� 7KLV VWUHVV LV DERXW HTXDO WR FDJH FOHDQLQJ� ,Q WKH &33 WHVW WKH UDWV ZLOO UHFHLYH
PRUSKLQH LQMHFWLRQ ��� PJ�NJ���'XH WR VWUHVV DIWHU VXUJHU\� UDWV PD\ EH PRUH DIUDLG WR KXPDQ FRQWDFW� +RZHYHU� DIWHU � GD\V RI KDQGOLQJ� WKHVH UDWV
VKRZ QRUPDO EHKDYLRU DJDLQ� 5DWV DUH VLQJO\ KRXVHG� ZKLFK DOVR FDXVHV VWUHVV� 0RUSKLQH LQMHFWLRQ LW LV QRW FRPSURPLVLQJ KHDOWK��

%HVLGHV VWDQGDUG SUHYHQWLRQ PHDVXUHV VXFK DV DQHVWKHVLD� SDLQNLOOLQJ DQG FDJH HQULFK� WKHUH DUH QR RWKHU SUHYHQWLYH PHDVXUHV� $OO KDQGOLQJV DUH
QHFHVVDU\ IRU WKLV SURMHFW� 1RWDEO\� ZKLOH VLQJOH KRXVLQJ FDXVHV VWUHVV� WKLV VWUHVV LV H[SHFWHG WR EH OHVV WKDQ GDPDJH WR WKH HOHFWURGH DQG LWV VNXOOV
DWWDFKPHQW FDXVHG E\ D FDJHPDWH�
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7KHUH LV ��� FKDQFH WKDW DQ\ RI WKH DQLPDOV UHDFK WKH KXPDQH HQG SRLQW RYHU WKH FRXUVH RI WKH H[SHULPHQW� 7KLV FKDQFH LV DWWULEXWHG WR
H[SHULPHQWDO SDUWV UHTXLULQJ VXUJHULHV� DQG WKH GURS�RXW KDV EHHQ LQFOXGHG LQ WKH QXPEHU RI DQLPDOV ZH UHTXHVW
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Suffering Rats undergo Number of animals Experiment 

Moderate male 1 surgery, CPP and perfusion 84 1 
50% 

Mild male CPP and decapitating 84 2 
50% 
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([SHULPHQW �� 5DWV ZLOO EH VDFULILFHG E\ SHUIXVLRQ XQGHU GHHS DQHVWKHVLD� WR REWDLQ IL[HG EUDLQV IRU YDOLGDWLRQ RI WKH SODFHPHQW RI WKH HOHFWURGHV VLWH
([SHULPHQW �� 5DWV ZLOO EH VDFULILFHG E\ GHFDSLWDWLRQ ZLWKRXW DQHVWKHVLD IRU PROHFXODU VWXGLHV�
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Datum 28 september 2017 
Betreft Beslissing aanvraag projectvergunning Dierproeven 

Op 25 augustus 2017 hebben wij uw aanvraag voor een projectvergunning 
dierproeven ontvangen. Het gaat om uw project "Examining the synaptic 
plasticity and epigenetic of ventral hippocampus due to emotional memory 
associated with morphine abuse" met aanvraagnummer AVD1030020173165. 
Wij hebben uw aanvraag beoordeeld. 

Op 26 september 2017 heeft u uw aanvraag aangevuld. Wij hebben u vragen 
gesteld over het doden van de dieren, het gebruik van aileen mannelijke 
dieren en de NTS. Met uw antwoord heeft u een aangepaste bijlage 
dierproeven en een aangepaste NTS meegestuurd. Wij kunnen ens vinden in 
uw antwoord. 

Beslissing 
Wij keuren uw aanvraag geed op grand van artikel lOa van de Wet op de 
Dierproeven (hierna: de wet). Hierbij gelden de voorwaarden zeals genoemd 
in de vergunning. 
Met het cog op artikel lOa, lid 1, zijn er algemene voorwaarden gesteld. 

U kunt met uw project "Examining the synaptic plasticity and epigenetic of 
ventral hippocampus due to emotional memory associated with morphine abuse" 

Centrale Commlssle 
Dlerproeven 
Postbus 20401 
2500 EK Den Haag 
centralecommlssledlerproeven.nl 
0900 28 000 28 (10 ct/mln) 
lnfo@zbo-ccd.nl 

Onze referentle 

Aanvraagnummer 
AVD1030020173165 

Bljlagen 

starten. De vergunning wordt afgegeven van 28 september 2017 tot en met 1 april 2020. 

Overige wettelijke bepalingen blijven van kracht. 
Procedure 
Bij uw aanvraag heeft u een advies van de Dierexperimentencommissie RU 
DEC gevoegd. Dit advies is opgesteld op 24 augustus 2017. Bij de beoordeling 
van uw aanvraag is dit advies betrokken overeenkomstig artikel lOa, lid 3 van 
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de wet. 
Wij kunnen ons vinden in de inhoud van het advies van de 
Dierexperimentencommissie. Dit advies van de commissie nemen wij over, 
inclusief de daaraan ten grondslag liggende motivering. Er worden 
aanvullende algemene voorwaarde(n) gesteld. 
Het DEC-advies en de in de bijlage opgenomen beschrijving van de artikelen 
van de wet- en regelgeving zijn de grondslag van dit besluit. 

Bezwaar 
Als u het niet eens bent met deze beslissing, kunt u binnen zes weken na 
verzending van deze brief schriftelijk een bezwaarschrift indienen. 
Een bezwaarschrift kunt u sturen naar Centrale Commissie Dierproeven, 
afdeling Juridische Zaken, postbus 20401, 2500 EK Den Haag. 

Bij het indienen van een bezwaarschrift vragen we u In Ieder geval de datum 
van de beslissing waartegen u bezwaar maakt en het aanvraagnummer te 
vermelden. U vindt deze nummers in de rechter kantlijn in deze brief. 

Bezwaar schorst niet de werking van het besluit waar u het niet mee eens 
bent. Dat betekent dat dat besluit wei in werking treedt en geldlg Is. U kunt 
tijdens deze procedure een voorlopige voorziening vragen bij de 
Voorzieningenrechter van de rechtbank in de woonplaats van de aanvrager. U 
moet dan wei kunnen aantonen dat er sprake is van een spoedeisend belang. 

Voor de behandeling van een voorlopige voorziening is griffierecht 
verschuldigd. Op 
http://www. rechtspraak. ni/Organisatie/Rechtbanken/Pages/ de fa ult.aspx ku nt 
u zien onder welke rechtbank de vestigingsplaats van de aanvrager valt. 

Meer informatie 
Heeft u vragen, kijk dan op www.centralecommissiedierproeven.nl. Of neem 
telefonisch contact met ons op: 0900 28 000 28 (10 ct/minuut). 

Datum: 
28 september 2017 
Aanvraagnummer: 
AVD1030020173165 
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Centrale Commissie Dierproeven 
namens deze: 

ir. G. de Peuter 
Algemeen Secretaris 

Bijlagen: 
- Vergunning 

Hiervan deel uitmakend: 
- DEC-advies 
- Weergav~ wet- en regelgeving 

Datum: 
28 september 2017 
Aanvraagnummer: 
AVD1030020173165 
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Centrale Commissie Dierproeven 

Projectvergunning 
gelet op artikel 10a van de Wet op de Dierproeven 

Verleent de Centrale Commissie Dierproeven aan 
Naam: Stichting Katholieke Unive~ 

Adres: Postbus-9101, t.a.v. CDL, ]-

Postcode en plaats: 650Q HB NIJMEGEN 

Deelnemersnummer: 10300 

deze projectvergunning voor het tijdvak 28 september 2017 tot en met 1 april 2020, voor het project 
"Examining the synaptic plasticity and epigenetic of ventral hippocampus due to emotional memory associated 
with morphine abuse" met aanvraagnummer AVD1030020173165, volgens advies van 
Dierexperimentencommissie RU DEC. Er worden aanvullende algemene voorwaarde(n) gesteld. 
De functie van de verantwoordelijk onderzoeker is UHD. 
De aanvraag omvat de volgende bescheiden: 

1 een aanvraagformulier projectvergunning dierproeven, ontvangen op 25 augustus 2017 
2 de bij het aanvraagformulier behorende bijlagen: 
a Projectvoorstel, zoals ontvangen per digitale indiening op 26 september 2017; 
b Niet-technische Samenvatting van het project, zoals ontvangen per digitale indiening op 26 september 

2017; 
c Advies van dierexperimentencommissie d.d. 24 augustus 2017, ontvangen op 25 augustus 2017. 
d De aanvullingen op uw aanvraag, ontvangen ap 26 september 2017 

Naam proef Diersoort/ Stam Aantal Ernst Opmerkingen 
dieren 

3.4.4.1. Behaviour 

Ratten (Rattus norvegicus) I 168 
50% 
Matig 
50% 
Licht 

Voorwaarden 

Op grond van artike/10a1 lid 2 van de Wet op de dierproeven zijn aan een projectvergunning 
voorwaarden te stellen 

De vergunning wordt verleend onder de voorwaarde dat go/no go momenten worden afgestemd met de 
IvD. 

In artikel 10, lid 1 sub a van de wet, wordt bepaald dat het verboden is een dierproef te verrichten voor 
een doel dat, naar de algemeen kenbare, onder deskundigen heersende opvatting, ook kan worden bereikt 
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Aarwraagnummer: 
AVD1030020173165 

anders dan door middel van een dierproef, of door middel van een dierproef waarbij minder dieren kunnen 
worden gebruikt of minder ongerief wordt berokkend dan bij de in het geding zijnde proef het geval is. 
Nieuwe onderzoeken naar alternatieven kunnen tot gevolg hebben dat inzichten en/of omstandigheden van 
het aangevraagde project in de vergunningsperiode wijzigen, gedurende de looptijd van deze vergunning. 
Indien bovenstaande zich voordoet dient aanvrager dit in afstemming met de IvD te melden bij de CCD. 
De CCD kan in een dergelijke situatie aan de vergunning nieuwe voorwaarden verbinden en gestelde 
voorwaarde wijzigen of intrekken. 
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Centrale Commissie Dierproeven 

Aanvraagnummer: 
AVD1030020173165 

Weergave wet- en regelgeving 

Dit project en wijzigingen 
Volgens artikel 10c van de Wet op de Dierproeven {hierna de wet) is het verboden om andere dierproeven 
uit te voeren dan waar de vergunning voor is verleend. De dierproeven mogen slechts worden verricht in 
het kader van een project, volgens artikel 10g. Ult artikel 10b volgt dat de dierproeven zijn ingedeeld in de 
categorieen terminaal, Iicht, matlg of ernstlg: Als er wijzigingen in een dierproef plaatsvinden, moeten 
deze gemeld worden aan de Centrale Commissie Dierproeven. Hebben de wljzlgingen negatleve gevolgen 
voor het dierenwelzijn, dan meet volgens artikel 10a5 de wijziging eerst voorgelegd worden en mag deze 
pas doorgevoerd worden na goedkeuren door de Centrale Commissie Dierproeven. 
Artikel 10b schrijft voor dat het verboden is een dierproef te verrichten die leidt tot ernstige mate van pijn, 
lijden, angst of blijvende schade die waarschijnlijk langdurig zal zijn en niet kan worden verzacht, tenzij 
hiervoor door de Minister een ontheffing is verleend. 

Verzorging 
De fokker, leverancier en gebruiker moeten volgens artikel 13f van de wet over voldoende personeel 
beschikken en ervoor zorgen dat de dieren behoorlijk worden verzorgd, behandeld en gehi.Jisvest. Er 
moeten oak personen zijn die toezicht houden op het welzijn en de verzorging van de dieren in de 
inrichting, personeel dat met de dieren omgaat meet toegang hebben tot informatie over de in de 
inrichting gehuisveste soorten en personeel meet v.oldoende geschoold en bekwaam zijn. Oak moeten er 
personen zijn die een eind kunnen maken aan onnodige pijn, lijden, angst of blijvende schade die tijdens 
een dierproef bij een dier wordt veroorzaakt. Daarnaast zijn er personen die zorgen dat een project 
volgens deze vergunning wordt uitgevoerd en als dat niet mogelijk is zorgen dat er passende maatregelen 
worden getroffen. 
In artikel 9 staat dat de persoon die het project en de dierproef opzet deskundig en bekwaam meet zijn. In 
artikel 8 van het Dierproevenbesluit 2014 staat dat personen die dierproeven verrichten, de dieren 
verzorgen of de dieren doden, hiervoor een opleiding moeten hebben afgerond. 
Voordat een dierproef die onderdeel uitmaakt van dit project start, meet volgens artikel 10a3 van de wet 
de ultvoering afgestemd worden met de instantie voor dierenwelzijn. · 

Pijnbestrijding en verdoving 
In artlkel 13 van de wet staat dat een dierproef onder algehele of plaatselijke verdoving wordt uitgevoerd 
tenzij dat nlet mogelijk is, dan wei bij het verrichten van een dierproef worden pijnstillers toegediend of 
andere goede methoden gebruikt die de pijn, het lijden, de angst of de blijvende schade bij het dier tot 
een minimum beperken. Een dierproef die bij het dier gepaard gaat met zwaar letsel dat hevige pijn kan 
veroorzaken, wordt niet zonder verdoving uitgevoerd. Hierbij wordt afgewogen of het toedienen van 
verdovlng voor het dier traumatischer is dan de dierproef zelf en het toedienen van verdoving 
onverenlgbaar is met het doel van de dierproef. Bij een dier wordt geen stof toegediend waardoor het dier 
nlet meer of slechts in verminderde mate in staat is pijn te tonen, wanneer het dier niet tegelijkertijd 
voldoende verdoving of pijnstilling krijgt toegediend, tenzij wetenschappelijk gemotiveerd. Dieren die pijn 
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Aanvraagnummer: 
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kunnen lijden als de verdovlng eenmaal is ultgewerkt, moeten preventief en postoperatief behandeld 
worden met pljnstillers of andere geschlkte pijnbestrijdingsmethoden, mlts die verenlgbaar zijn met het 
doel van de dierproef. Zodra het doel van de dierproef Is bereikt, moeten passende maatregelen worden 
genomen om het lijden van het dier tot een minimum te beperken. 

Einde van een dierproef 
Artikel 13a van de wet bepaalt dat een dlerproef is afgelopen wanneer voor die dierproef geen verdere 
waarnemingen hoeven te worden verricht of, voor wat betreft nieuwe genetisch gemodlficeerde 
dierenlijnen, wanneer bij de nakomelingen nlet evenveel of meer, pijn, lljden, angst, of blijvende schade 
wordt waargenomen of verwacht dan bij het lnbrengen van een naald. Er wordt dan door een dierenarts of 
een andere ter zake deskundige beslist of het dier in Ieven zal worden gehouden. Een dier wordt gedood 
als aannemelljk Is dat het een matige of ernstige vorm van pijn, lijden, angst of blijven schade zal blljven 
ondervinden. Als een dier in Ieven wordt gehouden, krljgt het de verzorglng en hulsvesting die past bij zijn 
gezondheidstoestand. 
Volgens artikel 13b moet de dood als eindpunt van een dlerproef zoveel mogelijk worden vermeden en 
vervangen door in een vroege fase vaststelbare, humane elndpunten. Als de dood als eindpunt 
onvermijdelijk Is, moeten er zo weinig mogelijk dieren sterven en het lljden zo veel mogelijk beperkt 
blijven. 
Uit artikel 13d volgt dat het doden van dieren door een deskundig persoon moet worden gedaan, wat zo 
min mogelijk pijn, lijden en angst met zich meebrengt. De methode om te doden is vastgesteld in de 
Europese richtlljn artikel 6. 
In artikel 13c Is vastgesteld dat proefdleren geadopteerd kunnen worden, teruggeplaatst in hun habitat of 
In een geschlkt dlerhouderijsysteem, als de gezondheldstoestand van het dier het toelaat, er geen gevaar 
Is voor volksgezondheid, diergezondheid of milieu en er passende maatregelen zijn genomen om het 
welzijn van het dier te waarborgen. 
De Minister heeft vrijstelling ontheffing verleend volgens artikel 13c, die de afwijkende methode van doden 
op basis van wetenschappelljke motlverlng ten minste even humaan acht als de in de rlchtlijn opgenomen 
passende methoden. 
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