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1.

2 2 FEB. 2017 Aanvraag 
Projectvergunning Dierproeven 
Administratieve gegevens 

U bent van plan om één 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 wijzigen. 

• Meer informatie over de voorwaarden vindt u 
op de website www.zbo-ccd.nl of in de toelichting 
op de website. 

• Of bel met 0900-2800028 (10 ct/mln). 

1 Gegevens aanvrager 
1.1 Heeft u een 

deelnemernummer van de 
NVWA? 

1.2 

1.3 

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. 
Alle correspondentie van de 
CCD gaat naar de 
portefeuillehouder of diens 
gemachtigde en de 
verantwoordelijke 
onderzoeker. 

1.4 Vul de gegevens in van de 
verantwoordelijke 
onderzoeker. 

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

11171 la > Vul uw deelnemernummer In J 10300 l-='-= ______________ ------

1 D Nee > U kunt geen aanvraag doen 

Naam instelling of 
organisatie 

Naam van de 
portefeuillehouder of 
diens gemachtigde 

I 
I Stichting Katholieke Universi~eit Nijmegen 
I 

I Instantie voor dierenwelzijn 

_K_v_K_-_nu_m_ m_e_r ____ __l __ 4~-~-~0-~5-~5 __ ~6~~2~~9~--~-----
Stra~t en huisnumm~J_G~_e[I:_G_[QoteRiein _____________ - 10 __ _ 

Postbus --~101,········~----------------------
~~stcode ~- plaa~ ___ _L6500HB ______ Njjmegen __ _ 

~~--------j NL90ABNA0231209983 
Tenaamstelling van het ! 
rekeningnummer I UMC St Radboud _____________ _j_ ___________ _ 

(Titel) Naam en ! 0 Dhr. 0 Mw. 
_ voorletter:s ! 1 __j_ ________ _ 

_F~ncti~------------~---- ______________________________________ _ 

~f~elin~ ! , ________________________ _ 

Telefoonnummer 

E-mailadres 
------

(Titel) Naam en 
voorle._",tt=e'--=rs=---
Functie 

Afdeling 

Telefoonnummer 

E-mailadres 

l.-~1-J --· ---1- ·l-1- 1- J_ I_____J_ 

i 0 Dhr. 0 Mw. 
! 



1.6 (Optioneel) Vul hier de 
gegevens In van de persoon 
die er verantwoordelijk voor 
Is dat de uitvoering van het 
project In overeenstemming 
Is met de projectvergunning. 

1. 7 Is er voor deze 
projectaanvraag een 
gemachtigde? 

(Titel) Naam en 
voorletter_s 

2 van 3 

Functie i 
----------- ~--

Afdeling __[-
Telefoonnummer j_ ~,=--..1---;;;;1--.1--,•1~--;;;1~--;;;1~ 

_!=-:_~ i~a_'!_r_es ____ __j __ iiiiiiiiiiiiiïiïiiil 

ID Dhr. D Mw. 

I I I 

[10 Ja ~tuu~ daf! het Ingevulde formulier ~elding Machtiging mee met deze aanvra::c:a""g __ _ 

iQ Nee ---------------------

2 Over uw aanvraag 

2.1 Wat voor aanvraag doet u? 

2.2 

2.3 

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

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

i ~Nieuwe aanvraag > Ga verder met vraa 3 

i 0 Wijziging op (verleende) vergunning die negatieve gevolgen kan hebben voor het 
1 dierenwelzijn 
1 Vul uw vergunde projectnummer 
; ___ ln_~ga verder f!!et vraag 2.2 

i 0 Melding op (verleende) vergunning die geen negatieve gevolgen kan hebben voor het 
dierenwelzijn 

Vul uw vergunde projectnummer 
~~-~!l_ga verdermet vraag 2~=-------"----

: Dl Ja > Beantwoord dan in het projectplan en de niet-technische samenvatting alleen 
' de vragen waarop de wijziging betrekking heeft en onderteken het 
: ____ _M!}Vraagformuller 

_0 Nee > Ga ~erder met vraag -~ ·--------------

,_D Nee > Ga verder met vraag 3 

i 0 Ja > Geef hier onder een toelichting en ga verd~r met vraag,_6=-------------

3 Over uw project 

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

3.2 Wat is de titel van het 
project? 

3.3 Wat is de titel van de niet
technische samenvatting? 

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

Startdatum 17_03_2017 

..É.[nddatu_1!1 _______ 1 7 -0 3 _ 2 0 2 2 
---------

The mechanisms of depresslon and cocaïne addiction comorbidity in the habenula 

Comorbiditelt tussen depressie en cocaïne verslaving: de rol van de habenula 

Naam DEC 

Postadres 

E-mailadres 

RU DEC 

Postbus 9101, 6500 HB Nijmegen ' 



• 
3 van 3 

4 Betaalgegevens 

4.1 Om welk type aanvraag 
gaat het? 

4.2 Op welke wijze wilt u dit 
bedrag aan de CCD 
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. 

0 Nieuwe aanvraag Projectvergunning ( 1.035,00 Lege 

: Cl Wijziging ( Lege 

0 Vla een eenmalige Incasso 

1Z1 Na ontvangst van de factuur 

5 Checklist bijlagen 
5.1 Welke bijlagen stuurt u 

mee? 
Ver licht 

1!1 Projectvoorstel 

lil Niet-technische samenvatting 

Overige bijlagen, indle~ van toepassing 

0 Melding Machtiging . 

1!1 DEC-advies en factuurinformatie 

6 Ondertekening 
6.1 Print het formulier uit, 

onderteken het en stuur 
het inclusief bijlagen via de 
beveiligde e-mailverbindlng 
naar de CCD of per post 
naar: 

Centrale Commissie 
Dierproeven 
Postbus 20401 
2500 EK Den Haag 

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

dat het projectvoorstelis 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 deskundigheld en 
bekwaamheid. 

• dat de dieren worden gehuisvest 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 gemotiveerde 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 iJ::::::::~Îiiiiiiiil== Functie 
----' ------------
Plaats : Nijmeg_en ___ _ 

Datum 17-02-2017 

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

3.



3DJ� � � ��

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

'UXJ DGGLFWLRQ DQG GHSUHVVLRQ DUH PDMRU SV\FKLDWULF GLVRUGHUV DVVRFLDWHG ZLWK D WUHPHQGRXV EXUGHQ IRU WKRVH ZKR DUH LQIOLFWHG� LQFOXGLQJ IDPLOLHV� DV
ZHOO DV VRFLHW\� $FFRUGLQJ WR WKH :RUOG +HDOWK 2UJDQL]DWLRQ� WKHVH GLVRUGHUV DUH DPRQJ WKH 7RS � �GHSUHVVLRQ� DQG 7RS �� �GUXJ DGGLFWLRQ� RI PRVW
EXUGHQVRPH GLVRUGHUV DQG FRVW WKH VRFLHW\ ��� ELOOLRQ (XURV��2OHVHQ HW DO� ������ $ KDOOPDUN RI GUXJ DGGLFWLRQ LV FRPSXOVLYH GUXJ LQWDNH DV DQ
DWWHPSW WR LQFUHDVH WKH EUDLQ¶V UHZDUG¶V OHYHOV� ZKLOH GHSUHVVLRQ LV FKDUDFWHUL]HG E\ D QHJDWLYH PRRG DQG D ORZ UHZDUG VWDWH� ,QWULJXLQJO\� WKH WZR
SV\FKLDWULF FRQGLWLRQV DUH KLJKO\ FRPRUELG� ��������&RQQHU HW DO� ����� /HYHQWKDO HW DO� ����� 5HLVVQHU HW DO� ������RI DOO GUXJ DGGLFWV DUH DOVR
GHSUHVVHG� EXW QRERG\ NQRZV ZK\� $UH GUXJV XVHG WR GHFUHDVH GHSUHVVLYH IHHOLQJV� RU GR GUXJV WULJJHU D QHJDWLYH HPRWLRQDO VWDWH" $Q DOWHUQDWLYH
WKRXJKW LV WKDW WKH LQWHQVLW\� UDWKHU WKDQ WKH YDOXH� RI VWLPXOL PDWWHUV� 7KDW LV� LI HPRWLRQV DUH IODW� QHLWKHU GHSUHVVLRQ QRU GUXJ DGGLFWLRQ PD\ RFFXU�
$V GHSUHVVHG SDWLHQWV DUH KLJKO\ VHQVLWLYH WR VWUHVVRUV DQG GUXJ DGGLFWV DUH KLJKO\ VHQVLWLYH WR GUXJV RI DEXVH� WKH WZR VHHPLQJO\ µRSSRVLQJ¶
SV\FKLDWULF FRQGLWLRQV PD\ VKDUH D FRPPRQ QHXUDO VXEVWUDWH� 6LQFH UHVSRQVLYLW\ WR HQYLURQPHQWDO VWLPXOL� EHLQJ RI QHJDWLYH RU SRVLWLYH YDOXH� LV
HVVHQWLDO IRU VXUYLYDO RI D VSHFLHV �H�J� HVFDSLQJ IURP WKUHDW DQG REWDLQLQJ IRRG� UHVS�� LW LV OLNHO\ WKDW DQ DQFLHQW SDUW RI WKH EUDLQ LV LPSOLFDWHG LQ
VLJQDOLQJ WKH LQWHQVLW\ RI VWLPXOL� 2QH LQWULJXLQJ FDQGLGDWH LV WKH�KDEHQXOD� 7KH KDEHQXOD LV D VPDOO QXFOHXV ORFDWHG EHQHDWK WKH KLSSRFDPSXV� DQG
UHFHLYHV LQSXW IURP WKH VHSWXP� VWULDWXP� WKDODPXV DQG SDOOLXP �VHH ILJXUH ���
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7KH SRVLWLRQ RI WKH KDEHQXOD LQ WKH URGHQW EUDLQ

7KH KDEHQXOD FDQ EH GLYLGHG LQWR WZR SDUWV� WKH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� DQG WKH PHGLDO KDEHQXOD �0+E�� 7KH VXEUHJLRQV GLIIHU IXQFWLRQDOO\ WKURXJK
GLVWLQFWLYH RXWSXWV� 6SHFLILFDOO\� WKH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� VHQGV JOXWDPDWHUJLF SURMHFWLRQ QHXURQV WR WKH URVWURPHGLDO WHJPHQWDO QXFOHXV �507J�
UHJLRQ� ZKLFK FRQVLVWV RI LQKLELWRU\ *$%$HUJLF QHXURQV �5HQ HW DO� �������7KH URVWURPHGLDO WHJPHQWDO QXFOHXV �507J� RQ LWV WXUQ SURMHFWV WR WKH
YHQWUDO WHJPHQWDO DUHD �97$�� ZKHUH GRSDPLQHUJLF QHXURQV DUH ORFDWHG �VLJQDOLQJ UHZDUG SUHGLFWLRQ HUURUV�� DQG PHGLDO�GRUVDO 5DSKH QXFOHL
�051�'51�� ZKHUH VHURWRQHUJLF QHXURQV �SUHGLFWLQJ SXQLVKPHQW� DUH ORFDWHG� /ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� PHGLDWHG DFWLYDWLRQ RI LQKLELWRU\ QHXURQV LQ
WKH URVWURPHGLDO WHJPHQWDO QXFOHXV �507J� OHDGV WR LQKLELWLRQ RI WKH YHQWUDO WHJPHQWDO DUHD �97$� DQG UDSKH QXFOHL� 7KH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� DOVR
SURMHFWV GLUHFWO\ WR WKH YHQWUDO WHJPHQWDO DUHD �97$� DQG UDSKH QXFOHL� 7KH 0HGLDO KDEHQXOD �0+E� SURMHFWV E\ JOXWDPDWHUJLF DIIHUHQWV WR WKH
LQWHUSHGXQFXODU QXFOHXV �,31� �9LVZDQDWK HW DO� ������ 7KH LQWHUSHGXQFXODU QXFOHXV �,31� VHQGV LWV *$%$HUJLF LQKLELWRU\ SURMHFWLRQ WR WKH YHQWUDO
WHJPHQWDO DUHD �97$� DQG UDSKH QXFOHL� 7KHVH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� DQG PHGLDO KDEHQXOD �0+E� HIIHUHQWV UXQ WKURXJK WKH IDVLFXOXV UHWURIOH[XV �VHH
ILJXUH � DQG ��� +HQFH� WKH KDEHQXOD FDQ VLPXOWDQHRXVO\ LQKLELW DQG VWLPXODWH GRSDPLQH DQG VHURWRQLQ VLJQDOLQJ� DQG WKHUHE\ UHJXODWH WKH LQWHQVLW\
RI WKH VWLPXOL� UHJDUGOHVV ZKHWKHU WKH\ VLJQDO UHZDUG RU SXQLVKPHQW�
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+DEHQXOD DQDWRPLFDO FRQQHFWLRQV

,Q D GHOD\ UHZDUG GLVFRXQWLQJ WDVN� LW ZDV IRXQG WKDW GLVUXSWLRQ RI ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� VLJQDO RXWIORZ UHQGHUHG DQLPDOV LQGLIIHUHQW WR ERWK WKH
ODUJHU�XQFHUWDLQ UHZDUG DQG WKH VPDOOHU�FHUWDLQ UHZDUG� 7KH DQLPDOV UHVSRQGHG IRU ERWK RSWLRQV DW UDQGRP �2UVLQL HW DO� ������ 7KLV REVHUYDWLRQ
VXJJHVWV WKDW WKH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� VLJQDOV WKH LQWHQVLW\ RI VHQVRU\ VWLPXOL SHU VH� EHLQJ HLWKHU SRVLWLYH RU QHJDWLYH� DQG WKHUHE\ PHGLDWHV
GHFLVLRQ PDNLQJ SURFHVVHV� :LWKRXW VWLPXOXV SHUFHSWLRQ� GHFLVLRQ PDNLQJ LV GLVUXSWHG�
'UXJV RI DEXVH GLVWXUE WKH DFWLYLW\ RI WKH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E�� &RFDLQH H[SRVXUH DQG FRFDLQH�UHODWHG FXHV LQFUHDVH F�)RV H[SUHVVLRQ LQ WKH ODWHUDO
KDEHQXOD �/+E�� LPSO\LQJ WKDW WKH GUXJ DQG GUXJ SUHGLFWLQJ FXHV LQFUHDVH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� DFWLYLW\ �%URZQ HW DO� ����� -DPHV HW DO� �����
0DKOHU HW DO� ������ ,Q PRXVH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� QHXURQV WDUJHWLQJ WKH URVWURPHGLDO WHJPHQWDO QXFOHXV �507J�� FRFDLQH HQKDQFHG JOXWDPDWHUJLF
WUDQVPLVVLRQ �0H\H HW DO� ������ 3UHYHQWLQJ WKLV PHFKDQLVP DOVR SUHYHQWHG GHSUHVVLYH�OLNH V\PSWRPV GXULQJ ZLWKGUDZDO IURP UHSHDWHG FRFDLQH
DGPLQLVWUDWLRQ �0H\H HW DO� ������ ,I VLJQDOV FRPLQJ RXW RI WKH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� DUH WR[LFDOO\ DPSOLILHG DIWHU FRFDLQH H[SRVXUH� YHQWUDO
WHJPHQWDO DUHD �97$� GRSDPLQH QHXURQV DQG UDSKH VHURWRQLQ QHXURQV UHFHLYH D JUHDWHU DPRXQW RI WR[LF LQKLELWLRQ IURP WKH URVWURPHGLDO WHJPHQWDO
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QXFOHXV �507J�� FDXVLQJ OHVV GRSDPLQH DQG SRWHQWLDOO\ DOVR OHVV VHURWRQLQ WR EH UHOHDVHG LQ UHZDUG�UHODWHG DQG HPRWLRQ�UHODWHG UHJLRQV� OHDGLQJ WR D
UHGXFWLRQ RI SRVLWLYH DQG QHJDWLYH DIIHFW� 2Q WKH ORQJ�WHUP� ZKHQ GUXJV DUH XVHG IRU D VXEVWDQWLDO SHULRG RI WLPH� WKH LQFUHDVHG H[FLWDELOLW\ RI ODWHUDO
KDEHQXOD �/+E� JOXWDPDWHUJLF HIIHUHQWV PD\ OHDG WR G\VIXQFWLRQ RI WKH IDVFLFXOXV UHWURIOH[XV� ,W KDV EHHQ UHSRUWHG WKDW GUXJ DGGLFWV DQG UDWV ZLWK D
KLVWRU\ RI FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ DUH FKDUDFWHUL]HG E\ GHJHQHUDWLRQ RI WKH IDVFLFXOXV UHWURIOH[XV �/LSWRQ HW DO� ����� (OOLVRQ ����� /D[ HW DO�
������ ,Q UDWV WKLV ZDV UHIOHFWHG E\ D GHFUHDVHG QXPEHU RI ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� QHXURQV ODEHOHG ZLWK D UHWURJUDGH WUDFHU LQMHFWHG LQWR WKH YHQWUDO
WHJPHQWDO DUHD �97$� �/D[ HW DO� �������
5HJDUGLQJ QHJDWLYH DIIHFW� LW ZDV IRXQG WKDW OHDUQHG KHOSOHVVQHVV LQ UDWV� D EHKDYLRUDO SKHQRW\SH RI GHSUHVVLRQ� ZDV DVVRFLDWHG ZLWK LQFUHDVHG
PHWDEROLF DFWLYLW\ LQ WKH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� �6KXPDNH HW DO� ������ 6WDPDWDNLV DQG 6WXEHU �6WDPDWDNLV HW DO� ����� IRXQG WKDW IRRWVKRFN
H[SRVXUH� XVHG WR LQGXFHG GHSUHVVLYH�OLNH SKHQRW\SHV LQ URGHQWV� HQKDQFHV DFWLYLW\ RI ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� QHXURQV SURMHFWLQJ WR WKH URVWURPHGLDO
WHJPHQWDO QXFOHXV �507J�� $GGLWLRQDOO\� DFWLYDWLQJ WKHVH SURMHFWLRQV LQGXFHG SDVVLYH DYRLGDQFH DQG FRQGLWLRQHG SODFH DYHUVLRQ� 9LFH YHUVD� LQKLELWLRQ
RI WKH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� XVLQJ WKH '5($'' �'HVLJQHU 5HFHSWRU ([FOXVLYHO\ $FWLYDWHG E\ 'HVLJQHU 'UXJV� WHFKQRORJ\ OHG WR DQ DQWL�GHSUHVVLYH
VWDWH LQ WKH IRUFHG VZLP WHVW �1DLU HW DO� ������ /LNHZLVH� <DQJ DQG FROOHDJXHV �<DQJ HW DO� ����� IRXQG WKDW UDWV ZLWK HOHFWURO\WLF OHVLRQV RI WKH
ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� GHPRQVWUDWHG D GHFUHDVH LQ LPPRELOLW\ WLPH DQG DQ LQFUHDVH LQ FOLPELQJ WLPH LQ WKH IRUFHG VZLP WHVW� LQGLFDWLYH IRU GHFUHDVHG
GHSUHVVLYH�OLNH EHKDYLRU� 7KH ILQGLQJV RI WKH GUXJ DGGLFWLRQ DQG GHSUHVVLRQ VWXGLHV FRPELQHG VXJJHVW WKDW UHZDUG DQG GHSUHVVLYH PRRG DUH PHGLDWHG
WKURXJK FRPSDUDEOH QHXUDO PHFKDQLVPV�
7KH ILQGLQJV DERYH VHHP WR SURYLGH WKH FRKHUHQW YLHZ WKDW GUXJV RI DEXVH DQG VWUHVVRUV DFWLYDWH WKH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� DQG WKHUHE\ GHFUHDVH
WKH DFWLYLW\ RI YHQWUDO WHJPHQWDO DUHD �97$� GRSDPLQH QHXURQV DQG SRWHQWLDOO\ 5DSKH VHURWRQLQ OHDGLQJ WR UHZDUG FUDYLQJ �WR FRPSHQVDWH D UHZDUG
GHILFLW� DQG D QHJDWLYH HPRWLRQDO VWDWH �GXH WR D UHZDUG GHILFLW DQG�RU LQFUHDVHG VHQVLWLYLW\ WR SXQLVKPHQW�� +RZHYHU� QRW DOO LQGLYLGXDOV XVLQJ GUXJV
RU H[SRVHG WR VWUHVV XQHTXLYRFDOO\ GHYHORS GUXJ DGGLFWLRQ DQG GHSUHVVLRQ� 7KHUH DUH ODUJH LQGLYLGXDO GLIIHUHQFHV LQ YXOQHUDELOLW\ WR WKHVH EUDLQ
GLVRUGHUV� 9XOQHUDELOLW\ WR GUXJ DGGLFWLRQ DQG GHSUHVVLRQ LV� DW OHDVW LQ SDUW� PHGLDWHG E\ JHQRW\SH� 7KHUH LV DPSOH HYLGHQFH WKDW WKH ORZ DFWLYLW\
VKRUW DOOHOLF YDULDQW RI WKH VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU SRO\PRUSKLVP LQ KXPDQV ���+77/35 V�DOOHOH� LQFUHDVHV ULVN IRU GHSUHVVLRQ �.DUJ HW DO� ����� DQG
GUXJ DGGLFWLRQ �*HUUD HW DO� ����� 0DUWtQ�6DQWRV HW DO� ����� (QRFK ������ 5DWV ODFNLQJ WKH VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU ���+77�� ZKLFK PLPLF WKH ��
+77/35 V�DOOHOH �&DVSL HW DO� ������ VKRZ ERWK KHLJKWHQHG GHSUHVVLYH�OLNH V\PSWRPV � DQG LQFUHDVHG UHJXODU �QRW DGGLFWLYH� DQG
FRPSXOVLYH �
DGGLFWLYH
� FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ VHH ILJXUH ��� +HQFH� LQKHULWHG ��+77
GRZQ�UHJXODWLRQ LQFUHDVHV YXOQHUDELOLW\ WR ERWK GUXJ DGGLFWLRQ DQG GHSUHVVLRQ� LPSO\LQJ WKDW WKH ��+77 LQIOXHQFHV VWLPXOXV LQWHQVLW\� 7KLV LV
FRQILUPHG E\ UHVHDUFK UHSRUWV� PHWD�DQDO\VHV DQG QDUUDWLYH UHYLHZV VKRZLQJ WKDW ��+77 JHQH YDULDQFH LQ KXPDQV LV DVVRFLDWHG ZLWK VHQVLWLYLW\ WR
ERWK DYHUVLYH DQG UHZDUGLQJ VWLPXOL �%HOVN\ HW DO� ����� %HHYHUV HW DO� ����� 0LWFKHOO HW DO� ����� YDQ ,M]HQGRRUQ HW DO� ������ 6LQFH WKH VHURWRQLQ
V\VWHP LV WKH PRVW DQFLHQW DPRQJ DOO QHXURWUDQVPLWWHUV DQG SOD\V D NH\ UROH LQ QHXURGHYHORSPHQW �*DVSDU HW DO� ����� +RPEHUJ HW DO� �����

�� LW OLNHO\ DIIHFWV WKH ZLULQJ RI WKH KDEHQXOD�
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)LJXUH ��

�
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)LJXUH ��

��+77� VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU
��+77���� NQRFNRXW IRU WKH VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU
&$0.,,� PDUNHU RI JOXWDPDWHUJLF QHXURQV
&UH� UHFRPELQDVH HQ]\PH
'51� GRUVDO UDSKH QXFOHXV
'5($''� 'HVLJQHU 5HFHSWRU H[FOXVLYHO\ DFWLYDWHG E\ GHVLJQHU GUXJV�
*$'��� PDUNHU RI *$%$HUJLF QHXURQV
9JOXW ���� YHVLFXODU JOXWDPDWH WUDQVSRUWHU� PDUNV JOXWDPDWHUJLF QHXURQV
7S+�� 7U\SWRSKDQ K\GUR[\ODVH �� PDUNV VHURWRQHUJLF QHXURQV
7+� 7\URVLQH K\GUR[\ODVH� PDUNV GRSDPLQHUJLF QHXURQV
F�IRV� LPPHGLDWH HDUO\ JHQH�
Ʃ)RV%�FULWLFDO IDFWRU LQ WKH GHYHORSPHQW RI GUXJ DGGLFWLRQV�
��+7� 6HURWRQLQ
K0�'T DQG K0�'L� '5($'' UHFHSWRUV
,3� LQWHUSHQGLFXODU QXFOHXV/+E� ODWHUDO KDEHQXOD
0+E� PHGLDO KDEHQXOD
051� PHGLDQ UDSKH QXFOHXV
507J� URVWURPHGLDO WHJPHQWDO QXFOHXV
97$� YHQWUDO WHJPHQWDO DUHD
6K$� VKRUW DFFHVV� � KU FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ SHU GD\
/J$� ORQJ DFFHVV� � KUV FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ VHVVLRQV SHU GD\

%HHYHUV� &� *�� -� 3DFKHFR� 3� &ODVHQ� -� (� 0F*HDU\ DQG '� 6FKQ\HU ������� �3UHIURQWDO PRUSKRORJ\� �+77/35 SRO\PRUSKLVP DQG ELDVHG DWWHQWLRQ
IRU HPRWLRQDO VWLPXOL�� *HQHV� %UDLQ DQG %HKDYLRU ����� ��������
%HOVN\� -�� &� -RQDVVDLQW� 0� 3OXHVV� 0� 6WDQWRQ� %� %UXPPHWW DQG 5� :LOOLDPV ������� �9XOQHUDELOLW\ JHQHV RU SODVWLFLW\ JHQHV	TXHVW�� 0ROHFXODU
SV\FKLDWU\ ������ ��������
%URZQ� 5� 0�� -� /� 6KRUW DQG $� -� /DZUHQFH ������� �,GHQWLILFDWLRQ RI EUDLQ QXFOHL LPSOLFDWHG LQ FRFDLQH�SULPHG UHLQVWDWHPHQW RI FRQGLWLRQHG SODFH
SUHIHUHQFH� D EHKDYLRXU GLVVRFLDEOH IURP VHQVLWL]DWLRQ�� 3/R6 2QH ������ H������
&DVSL� $�� $� 5� +DULUL� $� +ROPHV� 5� 8KHU DQG 7� (� 0RIILWW ������� �*HQHWLF 6HQVLWLYLW\ WR WKH (QYLURQPHQW� 7KH &DVH RI WKH 6HURWRQLQ 7UDQVSRUWHU
*HQH DQG ,WV ,PSOLFDWLRQV IRU 6WXG\LQJ &RPSOH[ 'LVHDVHV DQG 7UDLWV�� )2&86 ����� ��������
&RQQHU� .� 5�� 0� 3LQTXDUW DQG $� 3� +ROEURRN ������� �0HWD�DQDO\VLV RI GHSUHVVLRQ DQG VXEVWDQFH XVH DQG LPSDLUPHQW DPRQJ FRFDLQH XVHUV�� 'UXJ
DQG $OFRKRO 'HSHQGHQFH �������� ������
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(OOLVRQ� *� ������� �1HXUDO GHJHQHUDWLRQ IROORZLQJ FKURQLF VWLPXODQW DEXVH UHYHDOV D ZHDN OLQN LQ EUDLQ� IDVFLFXOXV UHWURIOH[XV� LPSO\LQJ WKH ORVV RI
IRUHEUDLQ FRQWURO FLUFXLWU\�� (XURSHDQ QHXURSV\FKRSKDUPDFRORJ\ ������ ��������
(QRFK� 0��$� ������� �7KH UROH RI HDUO\ OLIH VWUHVV DV D SUHGLFWRU IRU DOFRKRO DQG GUXJ GHSHQGHQFH�� 3V\FKRSKDUPDFRORJ\ ������� ������
*DVSDU� 3�� 2� &DVHV DQG /� 0DURWHDX[ ������� �7KH GHYHORSPHQWDO UROH RI VHURWRQLQ� QHZV IURP PRXVH PROHFXODU JHQHWLFV�� 1DW 5HY 1HXURVFL ������
����������
*HUUD� *�� $� =DLPRYLF� /� *DURIDQR� )� &LXVD� *� 0RL� 3� $YDQ]LQL� (� 7DODULFR� )� *DUGLQL� )� %UDPELOOD� 0� 0DQIUHGLQL DQG &� 'RQQLQL �������
�3HUFHLYHG SDUHQWLQJ EHKDYLRU LQ WKH FKLOGKRRG RI FRFDLQH XVHUV� UHODWLRQVKLS ZLWK JHQRW\SH DQG SHUVRQDOLW\ WUDLWV�� $P - 0HG *HQHW % 1HXURSV\FKLDWU
*HQHW ���%���� ������

-DPHV� 0� +�� -� /� &KDUQOH\� -� 5� )O\QQ� '� :� 6PLWK DQG &� 9� 'D\DV ������� �3URSHQVLW\ WR 
UHODSVH
 IROORZLQJ H[SRVXUH WR FRFDLQH FXHV LV
DVVRFLDWHG ZLWK WKH UHFUXLWPHQW RI VSHFLILF WKDODPLF DQG HSLWKDODPLF QXFOHL�� 1HXURVFLHQFH ���� ��������
.DUJ� .�� 0� %XUPHLVWHU� .� 6KHGGHQ DQG 6� 6HQ ������� �7KH VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU SURPRWHU YDULDQW ���KWWOSU�� VWUHVV� DQG GHSUHVVLRQ PHWD�DQDO\VLV
UHYLVLWHG� (YLGHQFH RI JHQHWLF PRGHUDWLRQ�� $UFKLYHV RI *HQHUDO 3V\FKLDWU\ ������ ��������
/D[� (�� $� )ULHGPDQ� 2� &URLWRUX� (� 6XGDL� +� %HQ�0RVKH� /� 5HGOXV� (� 6DVVRQ� 7� %OXPHQIHOG�.DW]LU� <� $VVDI DQG *� <DGLG �������
�1HXURGHJHQHUDWLRQ RI ODWHUDO KDEHQXOD HIIHUHQW ILEHUV DIWHU LQWHUPLWWHQW FRFDLQH DGPLQLVWUDWLRQ� LPSOLFDWLRQV IRU GHHS EUDLQ VWLPXODWLRQ��
1HXURSKDUPDFRORJ\ ��� ��������
/HYHQWKDO� $� 0�� &� )� :LWW DQG 0� =LPPHUPDQ ������� �$VVRFLDWLRQV EHWZHHQ GHSUHVVLRQ VXEW\SHV DQG VXEVWDQFH XVH GLVRUGHUV�� 3V\FKLDWU\
5HVHDUFK ������� ������
/LSWRQ� -�� 6� =HLJOHU� -� :LONLQV DQG *� (OOLVRQ ������� �$ VLOLFRQH SHOOHW IRU FRQWLQXRXV FRFDLQH� FRPSDULVRQ ZLWK FRQWLQXRXV DPSKHWDPLQH��
3KDUPDFRORJ\ %LRFKHPLVWU\ DQG %HKDYLRU ������ ��������
0DKOHU� 6� 9� DQG *� 6� $VWRQ�-RQHV ������� �)RV DFWLYDWLRQ RI VHOHFWLYH DIIHUHQWV WR YHQWUDO WHJPHQWDO DUHD GXULQJ FXH�LQGXFHG UHLQVWDWHPHQW RI
FRFDLQH VHHNLQJ LQ UDWV�� 7KH -RXUQDO RI 1HXURVFLHQFH ������� ������������
0DUWtQ�6DQWRV� 5�� 0� 7RUUHQV� 6� 3RXGHYLGD� .� /DQJRKU� (� &X\iV� 5� 3DFLILFL� 0� )DUUp� 6� 3LFKLQL DQG 5� 'H /D 7RUUH ������� �*(1(7,& 678'<� ��
+77/35 SRO\PRUSKLVP� PRRG GLVRUGHUV DQG 0'0$ XVH LQ D ��\HDU IROORZ�XS VWXG\�� $GGLFWLRQ %LRORJ\ ������ ������
0H\H� )� -�� .� 9DOHQWLQRYD� 6� /HFFD� /� 0DULRQ�3ROO� 0� -� 0DURWHDX[� 6� 0XVDUGR� ,� 0RXWNLQH� )� *DUGRQL� 5� /� +XJDQLU� )� *HRUJHV DQG 0� 0DPHOL
������� �&RFDLQH�HYRNHG QHJDWLYH V\PSWRPV UHTXLUH $03$ UHFHSWRU WUDIILFNLQJ LQ WKH ODWHUDO KDEHQXOD�� 1DW 1HXURVFL ������ ��������
0LWFKHOO� &�� '� 1RWWHUPDQ� -� %URRNV�*XQQ� -� +REFUDIW� ,� *DUILQNHO� .� -DHJHU� ,� .RWHQNR DQG 6� 0F/DQDKDQ ������� �5ROH RI PRWKHU
V JHQHV DQG
HQYLURQPHQW LQ SRVWSDUWXP GHSUHVVLRQ�� 3URF 1DWO $FDG 6FL 8 6 $ �������� ����������
1DLU� 6� *�� 1� 6� 6WUDQG DQG -� )� 1HXPDLHU ������� �'5($''LQJ WKH ODWHUDO KDEHQXOD� D UHYLHZ RI PHWKRGRORJLFDO DSSURDFKHV IRU VWXG\LQJ ODWHUDO
KDEHQXOD IXQFWLRQ�� %UDLQ 5HV ����� �������

2OHVHQ� -�� $� *XVWDYVVRQ� 0� 6YHQVVRQ� +� 8� :LWWFKHQ� %� -RQVVRQ� &� V� JURXS DQG &� (XURSHDQ %UDLQ ������� �7KH HFRQRPLF FRVW RI EUDLQ GLVRUGHUV
LQ (XURSH�� (XU - 1HXURO ������ ��������
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1HXURVFLHQFH ������� ��������
2UVLQL� &� $�� '� (� 0RRUPDQ� -� :� <RXQJ� %� 6HWORZ DQG 6� %� )ORUHVFR ������� �1HXUDO PHFKDQLVPV UHJXODWLQJ GLIIHUHQW IRUPV RI ULVN�UHODWHG
GHFLVLRQ�PDNLQJ� ,QVLJKWV IURP DQLPDO PRGHOV�� 1HXURVFL %LREHKDY 5HY ��� ��������
5HLVVQHU� 9�� $� .RNNHYL� )� 6FKLIDQR� 5� 5RRP� -� 6WRUEMRUN� 5� 6WRKOHU� /� 'L)XULD� -� 5HKP� 0� *H\HU� )� +ROVFKHU DQG 1� 6FKHUEDXP �������
�'LIIHUHQFHV LQ GUXJ FRQVXPSWLRQ� FRPRUELGLW\ DQG KHDOWK VHUYLFH XVH RI RSLRLG DGGLFWV DFURVV VL[ (XURSHDQ XUEDQ UHJLRQV �75($7�SURMHFW���
(XURSHDQ 3V\FKLDWU\ ������ ��������
5HQ� -�� &� 4LQ� )� +X� -� 7DQ� /� 4LX� 6� =KDR� *� )HQJ DQG 0� /XR ������� �+DEHQXOD �FKROLQHUJLF� QHXURQV FR�UHOHDVH JOXWDPDWH DQG DFHW\OFKROLQH
DQG DFWLYDWH SRVWV\QDSWLF QHXURQV YLD GLVWLQFW WUDQVPLVVLRQ PRGHV�� 1HXURQ ������ ��������
6KXPDNH� -�� (� (GZDUGV DQG )� *RQ]DOH]�/LPD ������� �2SSRVLWH PHWDEROLF FKDQJHV LQ WKH KDEHQXOD DQG YHQWUDO WHJPHQWDO DUHD RI D JHQHWLF PRGHO
RI KHOSOHVV EHKDYLRU�� %UDLQ 5HV ��������� ��������
6WDPDWDNLV� $� 0� DQG *� '� 6WXEHU ������� �$FWLYDWLRQ RI ODWHUDO KDEHQXOD LQSXWV WR WKH YHQWUDO PLGEUDLQ SURPRWHV EHKDYLRUDO DYRLGDQFH�� 1DWXUH
QHXURVFLHQFH ������ ����������
YDQ ,M]HQGRRUQ� 0� +�� -� %HOVN\ DQG 0� -� %DNHUPDQV�.UDQHQEXUJ ������� �6HURWRQLQ WUDQVSRUWHU JHQRW\SH �+77/35 DV D PDUNHU RI GLIIHUHQWLDO
VXVFHSWLELOLW\" $ PHWD�DQDO\VLV RI FKLOG DQG DGROHVFHQW JHQH�E\�HQYLURQPHQW VWXGLHV�� 7UDQVO 3V\FKLDWU\ �� H����
9LVZDQDWK� +�� $� 4� &DUWHU� 3� 5� %DOGZLQ� '� /� 0ROIHVH DQG 5� 6DODV ������� �7KH PHGLDO KDEHQXOD� VWLOO QHJOHFWHG�� )URQW +XP 1HXURVFL �� ����

<DQJ� /� 0�� %� +X� <� +� ;LD� %� /� =KDQJ DQG +� =KDR ������� �/DWHUDO KDEHQXOD OHVLRQV LPSURYH WKH EHKDYLRUDO UHVSRQVH LQ GHSUHVVHG UDWV YLD
LQFUHDVLQJ WKH VHURWRQLQ OHYHO LQ GRUVDO UDSKH QXFOHXV�� %HKDY %UDLQ 5HV ������� ������

7R DGYDQFH WKH XQGHUVWDQGLQJ RI WKH UROH RI WKH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� LQ WKH FRPRUELGLW\ EHWZHHQ GUXJ DGGLFWLRQ DQG GHSUHVVLRQ� ZH DLP WR WHVW WKH
K\SRWKHVLV WKDW WKH FRPRUELGLW\ EHWZHHQ GUXJ DGGLFWLRQ DQG GHSUHVVLRQ LV PHGLDWHG E\ ��+77 JHQRW\SH�GHSHQGHQW HQKDQFHG ODWHUDO KDEHQXOD �/+E�
DFWLYLW\� OHDGLQJ WR LQFUHDVHG YHQWUDO WHJPHQWDO DUHD �97$� LQKLELWLRQ DQG D VWURQJ UHZDUG GHILFLW� DQG SRWHQWLDOO\ DOVR LQFUHDVHG 5DSKH LQKLELWLRQ DQG
LQFUHDVHG SXQLVKPHQW VHQVLWLYLW\�

7R GHILQH WKH DFWLYLW\� QHXURQDO SURILOH DQG FRQQHFWLYLW\ RI WKH QHXURFLUFXLWU\ LQYROYLQJ WKH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E�� URVWURPHGLDO WHJPHQWDO QXFOHXV
�507J�� YHQWUDO WHJPHQWDO DUHD �97$� DQG UDSKH QXFOHL� XQGHU GHSUHVVLYH�OLNH FRQGLWLRQV DQG GXULQJ UHJXODU DQG FRPSXOVLYH FRFDLQH VHOI�
DGPLQLVWUDWLRQ� DV IXQFWLRQ RI VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU JHQRW\SH�
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2XU ODE KDV WKH QHHGHG H[SHULHQFH DQG IDFLOLWLHV LQ�KRXVH WR SHUIRUP WKHVH VWXGLHV� 2XU JURXS LV H[SHUW LQ EHKDYLRUDO VWXGLHV RI NQRFN�RXW DQLPDOV
DQG H[SHUW LQ GHSUHVVLRQ�OLNH PHDVXUHV DQG FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ�

:H
DOVR KDYH H[SHULHQFH ZLWK H[ YLYR LPPXQRKLVWRFKHPLVWU\� 7KH PHDVXUHPHQW RI QHXUDO FRQQHFWLYLW\ DQG LWV PDQLSXODWLRQ LV QHZ WR XV� <HW� ZH GR
PDVWHU WKH EDVLV RI WKH WHFKQLTXHV� VXFK DV VWHUHRWDFWLF VXUJHULHV DQG LQWUDFHUHEUDO LQIXVLRQ RI GUXJV�YLUDO YHFWRUV� 7KH FKDOOHQJH LQYROYHV WKH FKRLFH
IRU WKH SURSHU YLUDO YHFWRUV DQG WKHLU LQMHFWLRQ LQ WKH DSSURSULDWH EUDLQ UHJLRQ�

,Q VXP� RXU H[SHULHQFH ZLWK EHKDYLRUDO DQG KLVWRFKHPLFDO PHDVXUHPHQWV LQ UDWV��WRJHWKHU ZLWK�WKH
DYDLODELOLW\ RI WKH UHTXLUHG HTXLSPHQW�DQG WKH H[SHUWLVH RI KRZ WR DSSO\ WKHVH� DV ZHOO DV D QHWZRUN RI FROOHDJXHV ZLWK UHOHYDQW H[SHUWLVH� SURYLGHV
KLJK IHDVLELOLW\ RI WKLV SURMHFW�

$FFRUGLQJ WR WKH :RUOG +HDOWK 2UJDQL]DWLRQ� GHSUHVVLRQ GLVRUGHU LV DPRQJ WKH 7RS � DQG GUXJ DGGLFWLRQ LV 7RS �� RI PRVW EXUGHQVRPH GLVRUGHUV DQG
FRVW WKH VRFLHW\ ��� ELOOLRQ (XURV �2OHVHQ HW DO� ������ 7KH WZR SV\FKLDWULF FRQGLWLRQV DUH KLJKO\ FRPRUELG� ������ �&RQQHU HW DO� ����� /HYHQWKDO HW
DO� ����� 5HLVVQHU HW DO� ����� RI DOO GUXJ DGGLFWV DUH DOVR GHSUHVVHG� EXW QRERG\ NQRZV ZK\� %DVLF XQGHUVWDQGLQJ RI WKH LQYROYHPHQW RI VHURWRQLQ
WUDQVSRUWHU LQ WKH FRPRUELGLW\ RI GHSUHVVLRQ DQG GUXJ DGGLFWLRQ FDQ XOWLPDWHO\ EH EDFN�WUDQVODWHG LQWR WUHDWPHQW DGMXVWPHQWV LQ IROORZ�XS VWXGLHV�
DQG SRWHQWLDOO\ SUHYHQWLRQ DSSURDFKHV� LQ D SHUVRQDOL]HG PDQQHU� 7KLV LV HVVHQWLDO� EHFDXVH EHVLGHV WKDW WKHUH LV QR SKDUPDFRWKHUDS\ DYDLODEOH IRU
WKH WUHDWPHQW RI FRFDLQH DGGLFWLRQ� FRPRUELGLW\ LQ GUXJ DGGLFWLRQ LV HYHQ PRUH GLIILFXOW WR WUHDW� 2Q WKH ORQJ�WHUP� WKLV UHVHDUFK FDQ IDFLOLWDWH WKH
GHYHORSPHQW RI QRYHO WUHDWPHQWV IRU SDWLHQWV ZLWK GHSUHVVLRQ�DGGLFWLRQ FRPRUELGLW\� VXFK DV GHHS EUDLQ VWLPXODWLRQ WDUJHWLQJ WKH KDEHQXOD�

&RQQHU� .� 5�� 0� 3LQTXDUW DQG $� 3� +ROEURRN ������� �0HWD�DQDO\VLV RI GHSUHVVLRQ DQG VXEVWDQFH XVH DQG LPSDLUPHQW DPRQJ FRFDLQH XVHUV�� 'UXJ
DQG $OFRKRO 'HSHQGHQFH �������� ������
/HYHQWKDO� $� 0�� &� )� :LWW DQG 0� =LPPHUPDQ ������� �$VVRFLDWLRQV EHWZHHQ GHSUHVVLRQ VXEW\SHV DQG VXEVWDQFH XVH GLVRUGHUV�� 3V\FKLDWU\
5HVHDUFK ������� ������
2OHVHQ� -�� $� *XVWDYVVRQ� 0� 6YHQVVRQ� +� 8� :LWWFKHQ� %� -RQVVRQ� &� V� JURXS DQG &� (XURSHDQ %UDLQ ������� �7KH HFRQRPLF FRVW RI EUDLQ GLVRUGHUV
LQ (XURSH�� (XU - 1HXURO ������ ��������
5HLVVQHU� 9�� $� .RNNHYL� )� 6FKLIDQR� 5� 5RRP� -� 6WRUEMRUN� 5� 6WRKOHU� /� 'L)XULD� -� 5HKP� 0� *H\HU� )� +ROVFKHU DQG 1� 6FKHUEDXP �������
�'LIIHUHQFHV LQ GUXJ FRQVXPSWLRQ� FRPRUELGLW\ DQG KHDOWK VHUYLFH XVH RI RSLRLG DGGLFWV DFURVV VL[ (XURSHDQ XUEDQ UHJLRQV �75($7�SURMHFW���
(XURSHDQ 3V\FKLDWU\ ������ ��������
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7KH RYHUDOO DLP RI WKLV UHVHDUFK SURMHFW LV WR HOXFLGDWH WKH DFWLYLW\ DQG QHXURQDO SURILOH RI WKH QHXURFLUFXLWU\ LQYROYLQJ WKH /+E XQGHU GHSUHVVLYH�OLNH
FRQGLWLRQV DQG GXULQJ UHJXODU DQG FRPSXOVLYH FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� DV IXQFWLRQ RI VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU JHQRW\SH�
:H HPSOR\ WZR GUXJ VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ UHJLPHV� 6KRUW DFFHVV FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ DOORZV WKH PHDVXUHPHQW RI UHJXODU GUXJ VHOI�
DGPLQLVWUDWLRQ DQG ORQJ DFFHVV FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ DOORZV WKH PHDVXUHPHQW RI FRPSXOVLYH FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� 7KH WUDQVLWLRQ IURP
UHJXODU WR FRPSXOVLYH FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ LV DVVRFLDWHG ZLWK D FKDQJH LQ HPRWLRQDO VWDWH� OLNH WKH HPHUJHQFH RI GHSUHVVLRQ� :H ZDQW WR
LQYHVWLJDWH WKH DGGLFWLRQ SURFHVV� IURP UHJXODU WR FRPSXOVLYH GUXJ VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� (LWKHU DORQH LV LQVXIILFLHQWO\ LQIRUPDWLYH� EHFDXVH UHJXODU GUXJ
VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ LV QRW \HW DGGLFWLYH EHKDYLRXU� DQG FRPSXOVLYH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ LV GHSHQGHQW RQ WKH HVWDEOLVKPHQW RI UHJXODU GUXJ VHOI�
DGPLQLVWUDWLRQ� )RU WKLV UHDVRQ� ZH KDYH GHVLJQHG WKH IROORZLQJ H[SHULPHQWV�

)RU WKH H[SHULPHQW �D EHORZ UDWV KDYH WR HTXLSSHG ZLWK DQ LQWUDYHQRXV FDWKHWHU DQG IRU H[SHULPHQW �G WKH DQLPDOV DGGLWLRQDOO\ ZLOO
XQGHUJR D VWHUHRWDFWLF VXUJHU\� 7KHVH WZR VXUJHULHV QHHG WR EH WUDLQHG� VSHFLILFDOO\ WKH ILQGLQJ RI WKH SURSHU FRRUGLQDWHV IRU LQIXVLQJ WUDFHUV LQWR WKH
URVWUDW WHJPHQWDO DUHD� 97$ RU UDSKH QXFOHL LV FKDOOHQJLQJ� 7KH SLORW VWXG\ VHUYHV WKHVH WZR SXUSRVHV�

'HSUHVVLYH�OLNH EHKDYLRU DQG FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ LQ ZLOG�W\SH DQG VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU NQRFNRXW ���+77í�í� UDWV�
)LUVW ZH VWXG\ GHSUHVVLRQ�OLNH EHKDYLRXU �DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ WHVW� SUHFHGLQJ FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� DQG WKHQ GXULQJ ZLWKGUDZDO IURP
UHJXODU DQG FRPSXOVLYH FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� 7R DVVHVV UHJXODU DQG FRPSXOVLYH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ ZH XVH WKH VKRUW DFFHVV DQG ORQJ DFFHVV
FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ UHJLPHV� UHVSHFWLYHO\� 6HH ILJXUH ��

([ YLYR JOXWDPDWH DQG *$%$� Ʃ)RV%� F�)RV� ��+7 HFW� PDUNHUV LQ WKH KDEHQXOD� URVWURPHGLDO WHJPHQWDO QXFOHXV �507J��
YHQWUDO WHJPHQWDO DUHD �97$� DQG GRUVDO UDSKH QXFOHL �'51� EUDLQ UHJLRQV LQ ZLOG�W\SH DQG VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU NQRFNRXW ���+77í�í� UDWV� :H
VWXG\ WKH QHXURFLUFXLWU\ DVVRFLDWHG ZLWK GHSUHVVLRQ�OLNH EHKDYLRXU EHIRUH DQG GXULQJ FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� DQG FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ
LWVHOI� XVLQJ H[ YLYR LPPXQRKLVWRFKHPLVWU\� 6HH ILJXUH ��

5HWURJUDGH WUDFLQJ FRPELQHG ZLWK LPPXQRVWDLQLQJ LQ WKH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E��URVWURPHGLDO WHJPHQWDO QXFOHXV �507J��
YHQWUDO WHJPHQWDO DUHD �97$��GRUVDO UDSKH QXFOHL �'51� FLUFXLW SURMHFWLRQV LQ ZLOG�W\SH DQG VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU NQRFNRXW ���+77í�í� UDWV� :H
VWXG\ WKH QHXURFLUFXLWU\ DVVRFLDWHG ZLWK GHSUHVVLRQ�OLNH EHKDYLRXU EHIRUH DQG GXULQJ ZLWGGUDZDO IURP FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� DQG FRFDLQH VHOI�
DGPLQLVWUDWLRQ LWVHOI� XVLQJ LQ YLYR WUDFLQJ� :H XVH D JHQHUDO UHWURJUDGH PRQRV\QDSWLF WUDFHU� ,W WUDFHV WKH JOXWDPDWHUJLF SURMHFWLRQ QHXURQ EDFN WR
WKH KDEHQXOD� %\ GRXEOH LPPXQRVWDLLQJ LW FDQ EH LGHQWLILHG ZLWK W\SH RI QHXURQV LQ WKH WDUJHW DUHDV �URVWUDO WHJPHQWDO DUHD� 97$� UDSKH QXFOHL�
FRQWDFW WKH JOXWDPDWHUJLF SURMHFWLRQ QHXURQV� 7KH UHJLRQ RI WUDFHU LQMHFWLRQ ZLOO EH GHWHUPLQHG EDVHG RQ H[SHULPHQW �E� 6HH ILJXUH ��
�������� ([SHULPHQW �G� �5HWURJUDGH WUDFLQJ RI FLUFXLW SURMHFWLRQV LQ ZLOG�W\SH DQG VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU NQRFNRXW ���+77í�í� UDWV FURVVHG ZLWK
&$0.,,��&UH �5HFRPELQDVH H[SUHVVLRQ LQ JOXWDPDWHUJLF QHXURQV� RU *$'����&UH �5HFRPELQDVH H[SUHVVLRQ LQ *$%$HUJLF QHXURQV� RU 7+��&UH
�5HFRPELQDVH H[SUHVVLRQ LQ 'RSDPLQHUJLF QHXURQV�� RU 7S+���&UH �5HFRPELQDVH H[SUHVVLRQ LQ 6HURWRQHUJLF QHXURQV� WUDQVJHQLF UDWV� :H VWXG\ WKH
QHXURFLUFXLWU\ DVVRFLDWHG ZLWK GHSUHVVLRQ�OLNH EHKDYLRXU EHIRUH DQG GXULQJ ZLWKGUDZDO IURP FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� DQG FRFDLQH VHOI�
DGPLQLVWUDWLRQ LWVHOI� XVLQJ LQ YLYR WUDFLQJ LQ D FHOO�W\SH VSHFLILF PDQQHU� 0RUH VSHFLILFDOO\� /+E SURMHFWLRQ QHXURQV DUH JOXWDPDWHUJLF QHXURQV� DQG
WKH\ FRQQHFW WR *$%$HUJLF QHXURQV LQ WKH URVWUDO WHJPHQWDO DUHD� GRSDPLQHUJLF QHXURQV LQ WKH 97$ DQG VHURWRQHUJLF QHXURQV LQ WKH UDSKH QXFOHL�
7KH\ FDQ DOVR FRQQHFW WR JOXWDPDWHUJLF QHXURQV ZKLFK DUH DOVR IRXQG LQ DOO WKHVH EUDLQ UHJLRQV� +HUH� ZH ZLOO LQYHVWLJDWH ZKLFK RI WKHVH QHXURQDO FHOO
W\SHV UHFHLYLQJ JOXWDPDWHUJLF LQSXW IURP WKH ODWHUDO KDEHQXOD FRQWULEXWHV WR WKH EHKDYLRXUDO FKDQJHV REVHUYHG LQ H[SHULPHQW �D� :H GR WKLV XVLQJ D
WUDQVV\QDSWLF UHWURJUDGH WUDFHU� ZKLFK LQIHFWV WKH WDUJHW JOXWDPDWHUJLF� *$%$HUJLF� GRSDPLQHUJLF RU VHURWRQHUJLF QHXURQ DQG WUDQIHUV WKH V\QDSVH
DQG LV WDNHQ XS E\ WKH JOXWDPDWHUJLF SURMHFWLRQ QHXURQ IURP WKH KDEHQXOD� 7KH UHJLRQ RI WUDFHU LQMHFWLRQ DQG VXEVHTXHQW WKH FHOO�W\SH VSHFLILFLW\ RI
WKH QHXUDO SURMHFWLRQ WUDFLQJ ZLOO EH GHWHUPLQHG EDVHG RQ H[SHULPHQW �E DQG �F� 6HH ILJXUH ��
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)LJXUH �� 2XWOLQH RI H[SHULPHQW �D� �E� �F�
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)LJXUH �� 2XWOLQH RI H[SHULPHQW �G �FHOO�W\SH VSHFLILF WUDFLQJ���2QO\ RQH &UH UDW DQG RQH SURMHFWLRQ DUHD ZLOO EH FKRVHQ WR WUDFH�

*R�QR JR GHFLVLRQ SRLQW�
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:H GR PDNH GHFLVLRQV IRU �F
DQG �G� ZKLFK DUH EDVHG RQ WKH RXWFRPH RI H[SHULPHQW �E� 7KLV LV QRW D PDWWHU RI ILQGLQJ D GLIIHUHQFH �ZH DOUHDG\ KDYH HVWDEOLVKHG WKDW
JOXWDPDWHUJLF SURMHFWLRQ QHXURQV DUH DOWHUHG LQ VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU NQRFNRXW UDWV� VHH ILJXUH ��� EXW D PDWWHU RI ZKDW NLQG RI GLIIHUHQFH� $IWHU
H[SHULPHQW �E� ZH ZLOO GHFLGH ZKLFK EUDLQ DUHD �FRQQHFWHG WR WKH ODWHUDO KDEHQXOD� �H[SHULPHQW �F� DQG ZKLFK W\SH RI UHFHLYLQJ QHXURQ �H[SHULPHQW
�G� WR IRFXV RQ IRU WKH WUDFLQJ VWXG\�

7R DGGUHVV RXU REMHFWLYHV� ZLOG�W\SH DQG ��+77 NQRFNRXW ���+77í�í� UDW ZLOO EH XVHG� $V RXWOLQHG LQ WKH EDFNJURXQG� WKLV UDW OLQH PRGHOV WKH KXPDQ
��+77/35 V�DOOHOH OLQNHG WR GHSUHVVLRQ DQG GUXJ DGGLFWLRQ�

)RU H[SHULPHQW �F� ��+77��� DQG ZLOG�W\SH UDWV ZLOO EH FURVVHG ZLWK HLWKHU &$0.,,��&UH RU *$'����&UH WUDQVJHQLF UDWV� LQ RUGHU
WR REWDLQ GRXEOH WUDQVJHQLFV H[SUHVVLQJ HLWKHU UHFRPELQDVH LQ &$0.,, QHXURQV �L�H� JOXWDPDWHUJLF QHXURQV� RU UHFRPELQDVH LQ *$'�� QHXURQV �L�H�
*$%$HUJLF QHXURQV�� 7KH W\SH RI &UH WUDQVJHQLF UDWV ZH XVH GHSHQGV RQ WKH RXWFRPH RI H[SHULPHQW �E DQG �F� 7KH &UH UDWV ZLOO EH REWDLQHG WKURXJK
D FROODERUDWLRQ ZLWK SURI� GU� 'XVDQ %DUWVFK �0DQQKHLP� *HUPDQ\��
7R DVVHVV GHSUHVVLRQ�OLNH EHKDYLRXU ZH XVH WKH DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ WHVW �(QNHO HW DO� ������ 7KLV WHVW PHDVXUHV WKH LQWHUSUHWDWLRQ ELDV RI
WKH DQLPDOV� ZKLFK LV QHJDWLYH LQ FDVH RI GHSUHVVLRQ� :H XVH WKLV WHVW� DV LW LV GHHPHG WR WHVW WKH SHVVLPLVP DVSHFW RI GHSUHVVLRQ �(QNHO HW DO� ������
)XUWKHUPRUH� VLQFH WKH DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ WHVW PDNHV XVH RI GLVFUHWH FXHV� ZKLFK ZH DOVR SUHVHQW GXULQJ WKH FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ
SURFHGXUH� ZH DUH DEOH WR PHDVXUH WKH FDUU\�RYHU HIIHFWV RI FKDQJHV LQ LQWHUSUHWDWLRQ ELDV WR FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� DQG YLFH YHUVD�
:H XVH WKH LQWUDYHQRXV FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ SDUDGLJP EHFDXVH LW LV WKH EHVW PRGHO WR PHDVXUH DGGLFWLYH EHKDYRXU LQ UDWV� UDWV VHOI�DGPLQLVWHU
WKH VDPH GUXJV DV KXPDQV GR �.DOLYDV HW DO� ������ :H XVH WKH VKRUW �� KRXU SHU GD\ LQ WKH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ FDJH� DQG ORQJ DFFHVV �� KRXUV SHU
GD\ LQ WKH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ FDJH� WR PHDVXUH UHJXODU DQG FRPSXOVLYH FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ EHKDYLRXU� UHVSHFWLYHO\ �$KPHG HW DO� ������
+HUHE\ ZH VWXG\ WKH DGGLFWLRQ SURFHVV� IURP UHJXODU �QRW DGGLFWLYH� WR FRPSXOVLYH �DGGLFWLYH� EHKDYLRXU� &RPSXOVLYLW\ ZLOO QRW KDSSHQ ZLWKRXW D
VWDJH RI UHJXODU GUXJ LQWDNH� DQG WKH LQFOXVLRQ RI ERWK VWDJHV LQ WKH VWXG\ ZLOO KHOS WR SURSHUO\ LQWHUSUHW WKH ILQGLQJV� 'HSUHVVLRQ FDQ EH D SUH�
H[LVWLQJ VWDWH� RU FDQ EH GUXJ LQGXFHG �RU H[DFHUEDWHG E\ GUXJ H[SRVRUH�� 7KLV ZLOO EH HOXFLGDWHG LQ WKLV VWXG\�
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:H LGHQWLI\ WKH FKDQJHV LQ WKH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E��URVWURPHGLDO WHJPHQWDO QXFOHXV �507J��YHQWUDO WHJPHQWDO DUHD �97$��GRUVDO UDSKH QXFOHL
�'51� FLUFXLW DVVRFLDWHG ZLWK GHSUHVVLRQ� FRFDLQH DGGLFWLRQ� DQG WKHLU FRPRUELGLW\ XVLQJ LQ YLYR QHXURQDO WUDFLQJ DOORZ XV WR JHW DQ RYHUYLHZ RI WKH
FLUFXLWU\ DQG WR LGHQWLI\ UHJLRQV RI SURMHFWLRQV ZKHUH DOWHUDWLRQV KDYH WDNHQ SODFH�

$KPHG� 6� DQG *� .RRE ������� �7UDQVLWLRQ IURP PRGHUDWH WR H[FHVVLYH GUXJ LQWDNH� FKDQJH LQ KHGRQLF VHW SRLQW�� 6FLHQFH ���������� ��������
(QNHO� 7�� '� *KROL]DGHK� 2� Y� %� XQG +DOEDFK� &� 6DQFKLV�6HJXUD� 5� +XUOHPDQQ� 5� 6SDQDJHO� 3� *DVV DQG %� 9ROOPD\U ������� �$PELJXRXV�FXH
LQWHUSUHWDWLRQ LV ELDVHG XQGHU VWUHVV�DQG GHSUHVVLRQ�OLNH VWDWHV LQ UDWV�� 1HXURSV\FKRSKDUPDFRORJ\ ������ ����������

.DOLYDV� 3� :� DQG 1� '� 9RONRZ ������� �7KH QHXUDO EDVLV RI DGGLFWLRQ� D SDWKRORJ\ RI PRWLYDWLRQ DQG FKRLFH�� $PHULFDQ -RXUQDO RI 3V\FKLDWU\
������� ����������

,Q WKLV VWXG\ ZH ZLOO LQYHVWLJDWH WKH QHXUDO FLUFXLW IXQFWLRQ LQYROYLQJ ODWHUDO KDEHQXOD �/+E� LQ WKH FRPRUELGLW\ RI GHSUHVVLRQ DQG GUXJ DGGLFWLRQ DV
IXQFWLRQ RI ��+77 JHQRW\SH� 7KH H[SHULPHQWV WRJHWKHU DGGUHVV WKLV DLP� )RU WKLV UHDVRQ� GHSUHVVLRQ�OLNH DQG DGGLFWLYH EHKDYLRU RI WKH ��+77��� UDWV
DQG ZLOG�W\SH FRQWUROV ZLOO EH DVVHVVHG ILUVW� IROORZHG E\ WKH PHDVXUHPHQW RI WKH DVVRFLDWHG QHXUDO DFWLYLW\ LQ WKH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E��
URVWURPHGLDO WHJPHQWDO QXFOHXV �507J��YHQWUDO WHJPHQWDO DUHD �97$��GRUVDO UDSKH QXFOHL �'51�� 1H[W� ZH ZLOO DVVHVV WKH QDWXUH DQG VWUXFWXUH RI WKH
FRQQHFWLRQ RI WZR UHJLRQV ZLWKLQ LQ WKH FLUFXLWU\� DQG ILQDOO\ WHVW�FRQILUP WKH FHOO W\SH RI WKH FRQQHFWLRQ�
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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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� ([SHULPHQWDO DSSURDFK DQG SULPDU\ RXWFRPH SDUDPHWHUV

UDWV ZLOO EH HLWKHU LQWUDYHQHRXVO\ HTXLSSHG ZLWK D FDWKHWHU RU WKH\ ZLOO VWHUHRWDFWLFDOO\ UHFHLYH D WUDFHU LQMHFWLRQ LQWR WKH URVWUDO
WHJPHQWDO DUHD� 97$ RU GRUVDO UDSKH QXFOHXV� 7KH VXUJHU\ IRU WKH LQWUDYHQRXV FDWKHWKHU LPSODQWDWLRQ LV WHUPLQDO� 7KH UDWV WKDW ZLOO XQGHUJR WKH
VWHUHRWDFWLF VXUJHU\ ZLOO UHFRYHU IURP WKH VXUJHU\ DQG VDFULILFHG WZR�IRXU ZHHNV ODWHU� 7KLV LV QHHGHG WR GHWHUPLQH� EHVLGHV WKH ORFDWLRQ RI WKH
LQMHFWLRQ VLWH� ZKHWKHU WKH WUDFHU FDQ EH YLVXDOL]HG LQ WKH KDEHQXOD ZLWKLQ WZR�IRXU ZHHNV DQG WKXV ZKHWKHU WKH WUDFLQJ PHWKRG ZRUNV�

� UDWV ZLOO EH LPSODQWHG ZLWK DQ LQWUDYHQRXV FDWKHWHU LQ WKH MXJXODU YHLQ� 7KH UDWV DUH WUDLQHG LQ WKH DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ
WHVW IRU GHSUHVVLRQ� PHDVXULQJ SHVVLPLVP YHUVXV RSWLPLVP � �� $IWHU WKH DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ WHVW WKH UDWV ZLOO EH DOORZHG DFFHVV WR
FRFDLQH� XVLQJ VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ FDJHV� 7KH DQLPDOV ZLOO EH ZLWKGUDZQ IURP FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ DQG ����� KUV ODWHU WKH\ ZLOO EH WHVWHG IRU
GHSUHVVLYH�OLNH EHKDYLRXU LQ WKH DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ WHVW � �� 7KHUHDIWHU WKH DQLPDOV ZLOO EH DOORZHG WR UHVXPH FRFDLQH VHOI�
DGPLQLVWUDWLRQ IRU � IL[HG UDWLR � �)5�� VHVVLRQV RI � KUV� DIWHU IROORZHG E\ GHFDSLWDWLRQ � �� &RPELQLQJ WKH UHVXOWV RI WKH VXJJHVWHG
H[SHULPHQWV ZH DLP WR WHVW ZKHWKHU WKHUH DUH GLIIHUHQFHV LQ GHSUHVVLRQ EHIRUH RU DIWHU FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ DQG ZKLFK FRPHV ILUVW�

� KDOI RI WKH UDWV WHVWHG LQ H[SHULPHQW �D IURP DUH WUDQVFDUGLDOO\ SHUIXVHG ZLWK �� SDUDIRUPDOGHK\GH�
8VLQJ LPPXQRKLVWRFKHPLVWU\ ZH WHVW FKDQJHV LQ SURWHLQ H[SUHVVLRQ LQ KDEHQXOD QHXURQV DQG LWV SURMHFWHG DUHDV DVVRFLDWHG ZLWK ERWK GUXJ DGGLFWLRQ
DQG GHSUHVVLRQ PRRG

WKH RWKHU KDOI RI UDWV IURP WHVWHG LQ H[SHULPHQW �D ZLOO EH XVHG IRU LQ YLYR WUDFLQJ� %\ XVLQJ D FODVVLFDO
QRQ�FHOO�W\SH VSHFLILF PHWKRG WR WUDFH QHXURQV� ZH ZLOO GHILQH ZKLFK DUHDV RI WKH QHXURQV SURMHFWHG WR E\ IOXRUHVFHQW LPPXQRVWDLQLQJV�

,Q RUGHU WR IRFXV RXU ILQGLQJV LQ H[SHULPHQW �F� ZH ZLOO DSSO\ D FHOO�W\SH VSHFLILF UDELHV YLUXV WUDFLQJ WR GHILQH WKH VSHFLILF
QHXURQDO SURMHFWLRQ� �%DVHG RQ GDWD GHULYHG IURP H[SHULPHQW �E DQG �F ZH PDNH D FRQVLGHUHG FKRLFH IRU XVLQJ HLWKHU &$0.,,��&UH RU *$'����&UH
UDWV� 7+��&UH RU 7S+���&UH UDWV WR WDUJHW D VSHFLILF FHOO W\SH� DQG RQH VWDJH DQG RQH SURMHFWLRQ��

*HQHUDO LQIRUPDWLRQ LV LQFOXGHG DV IROORZ�

,GHQWLI\LQJ GLIIHUHQFHV RI GHSUHVVLRQ�OLNH EHKDYLRXU �LQWHUSUHWDWLRQ ELDV� EHIRUH FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ DQG GXULQJ ZLWKGUDZDO IURP VKRUW�ORQJ
DFFHVV FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ
$VVHVVLQJ WKH DPRXQW RI FRFDLQH LQWDNH XQGHU VKRUW DQG ORQJ DFFHVV FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ FRQGLWLRQV�
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0DSSLQJ SURWHLQ H[SUHVVLRQ FKDQJHV LQ WKH /+E�50WJ�97$�'51 FLUFXLW LQ VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU DQG ZLOG�W\SH UDWV LQ DVVRFLDWLRQ ZLWK EHKDYLRXUDO
FRQGLWLRQV PHDVXUHG XQGHU �D�

,GHQWLI\LQJ ZKLFK DUHDV WDUJHWHG E\ HIIHUHQW SURMHFWLRQV IURP WKH KDEHQXOD DUH DOWHUHG LQ VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU DQG ZLOG�W\SH UDWV LQ DVVRFLDWLRQ ZLWK
EHKDYLRXUDO FRQGLWLRQV PHDVXUHG XQGHU �D�

&KDUDFWHUL]LQJ WKH FHOO�W\SH VSHFLILF HIIHUHQW SURMHFWLRQ QHXURQV IURP WKH KDEHQXOD WR WDUJHW DUHDV LQ VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU DQG ZLOG�W\SH UDWV LQ
DVVRFLDWLRQ ZLWK EHKDYLRXUDO FRQGLWLRQV PHDVXUHG XQGHU �D�

6HOI�DGPLQLVWUDWLRQ LV WKH PRVW XVHG WHFKQLTXH WR PHDVXUH WKH LQWDNH RI GUXJV RI DEXVH LQ DQLPDOV� ,W KDV KLJK IDFH YDOLGLW\� &RPSDUHG WR UHSHDWHG
V\VWHPLF LQMHFWLRQV RI GUXJV RI DEXVH� WKH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ SURFHGXUHV PHDVXUHV WKH YROXQWDU\ LQWDNH RI WKHVH GUXJV DQG LV OHVV VWUHVVIXO �QR
LQMHFWLRQV��
7KH WHQGHQF\ WR LQWHUSUHW DPELJXRXV VLWXDWLRQV SHVVLPLVWLFDOO\ LV D FHQWUDO IHDWXUH RI GHSUHVVLRQ� 7KH DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ SDUDGLJP FDQ
HYDOXDWH ZKHWKHU HQYLURQPHQWDO �WKDW LV� FRFDLQH H[SRVXUH� DQG JHQHWLF IDFWRUV FRQWULEXWH WR D QHJDWLYH ELDV�
,PPXQRVWDLQLQJ DOORZV XV WR ORFDWH FKDQJHV LQ SURWHLQ H[SUHVVLRQ LQ WKH /+%�50WJ�97$�'51 FLUFXLWU\�
:H XVH QHXURQDO WUDFLQJ WR ILQG RXW FRQQHFWLYLW\ FKDQJHV LQ WKH /+E�507J�97$�'51 FLUFXLWU\ DVVRFLDWHG ZLWK WKH FRPRUELGLW\ EHWZHHQ GHSUHVVLRQ
DQG FRFDLQH DGGLFWLRQ� ,Q RUGHU WR PLQLPL]H WKH XVH RI DQLPDOV� ZH ILUVW SHUIRUP QRQ�FHOO�W\SH VSHFLILF WUDFLQJ WR LGHQWLI\ WKH KDEHQXOD HIIHUHQWV WKDW
DUH DOWHUHG LQ DVVRFLDWLRQ ZLWK GHSUHVVLRQ� FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� WKHLU FRPRUELGLW\� DV IXQFWLRQ RI VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU JHQRW\SH� XVLQJ WKH
DQLPDOV IURP H[SHULPHQW �D� 7R FRQILUP WKH QHXURQDO FHOO�W\SH RI WKH DOWHUHG SURMHFWLRQ RI LQWHUHVW ZH ZLOO XVH VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU NQRFNRXW DQG
ZLOG�W\SH UDWV FURVVHG ZLWK D WUDQVJHQLF UHFRPELQDVH UDW� 7KLV DOORZV XV WR WUDFH WKH FRQQHFWLRQ EHWZHHQ WKH UHFHLYLQJ QHXURQ DQG WKH JOXWDPDWHUJLF
SURMHFWLRQ QHXURQ IURP WKH KDEHQXOD� 6HH RXU H[SODQDWLRQ LQ WKH SURMHFW SURSRVDO�

7KH ��+77 NQRFNRXW ���+77í�í� UDW �6OF�D��+XEU� KDV EHHQ JHQHUDWHG E\ WDUJHW�VHOHFWHG (18�LQGXFHG PXWDJHQHVLV LQ D :LVWDU �:LVWDU�&UO�
EDFNJURXQG� ��+77��� OLWWHUPDWHV DUH XVHG DV FRQWUROV� &$0.,,��&UH
�5HFRPELQDVH H[SUHVVLRQ LQ JOXWDPDWHUJLF QHXURQV� WUDQVJHQLF UDWV DUH UDWV LQ ZKLFK WKH UHFRPELQDVH �&UH� HQ]\PH LV XQGHU WKH FRQWURO RI WKH
&$0.,, SURPRWRU LQ H[FLWDWRU\ QHXURQV �6FKRQLJ HW DO� ������ *$'����&UH �5HFRPELQDVH H[SUHVVLRQ LQ *$%$HUJLF QHXURQV� WUDQVJHQLF UDWV DUH UDWV
LQ ZKLFK WKH &UH HQ]\PH LV XQGHU WKH FRQWURO RI WKH *$'�� SURPRWRU LQ LQKLELWRU\ QHXURQV� %RWK UDWV OLQHV ZLOO EH REWDLQHG WKURXJK D FROODERUDWLRQ
ZLWK � 7+��&UH �5HFRPELQDVH H[SUHVVLRQ LQ
GRSDPLQHUJLF QHXURQV� DQG 7S+���&UH �5HFRPELQDVH H[SUHVVLRQ LQ VHURWRQHUJLF QHXURQV� UDWV DUH DOUHDG\ EUHG LQ RXU ODEV� $W WKH DJH RI � ZHHNV�
HDU FXWV DUH WDNHQ DQG XVHG IRU JHQRW\SLQJ� $QLPDOV DUH KRXVHG XQGHU VWDQGDUG FRQGLWLRQV LQ JURXSV RI WZR SHU FDJH XQGHU FRQWUROOHG H[SHULPHQWDO
FRQGLWLRQV ����K OLJKW�GDUN F\FOH� UHODWLYH KXPLGLW\� IRRG DQG ZDWHU DG OLELWXP�� H[FHSW ZKHUH VWDWHG RWKHUZLVH� $GXOW PDOH DQG
IHPDOH UDWV DUH XVHG VHH µ&KRLFH DQG MXVWLILFDWLRQ DQLPDOV¶�

2QH JURXS RI UDWV ZLOO EH LPSODQWHG ZLWK DQ LQWUDYHQRXV FDWKHWHU LQ WKH MXJXODU YHLQ �VXUJHU\ WLPH� DSSUR[LPDWHO\ ����� PLQXWHV� DQG
VDFULILFHG DIWHU WKH VXUJHU\� 7KH RWKHU JURXS RI UDWV ZLOO EH VWHUHRWDFWLFDOO\ PLFURLQMHFWHG ZLWKLQ WKH URVWUDO WHJPHQWDO DUHD� 97$ RU GRUVDO UDSKH
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QXFOHXV ZLWK FKROHUD WR[LQ�VXEXQLW RU UDELHV YLUXV� 1RWH WKDW VHSDUDWH JURXSV RI UDWV DUH QHHGHG IRU HLWKHU YLUXV� EHFDXVH WKH WUDFHUV PD\ ZHOO EH
WUDQVIHUUHG WR WKH KDEHQXOD ZLWK GLIIHUHQW VSHHGV� ZH ZRXOG WR SUHYHQW WKDW H[SHULPHQW �F RU �G IDLOV EHFDXVH RI WKH WUDFHUV ZDV QRW WHVWHG�

5DWV ZLOO EH LPSODQWHG ZLWK DQ LQWUDYHQRXV FDWKHWHU LQ WKH MXJXODU YHLQ �VXUJHU\ WLPH� DSSUR[LPDWHO\ ����� PLQXWHV� DQG KRXVHG VLQJO\� $IWHU � GD\V
RI UHFRYHU\� WKH UDWV DUH WUDLQHG LQ WKH DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ WHVW IRU GHSUHVVLRQ� PHDVXULQJ SHVVLPLVP YHUVXV RSWLPLVP� ,Q GHSUHVVLRQ WKHUH
LV D ELDV WRZDUGV SHVVLPLVP� 5DWV DUH WHVWHG LQ RSHUDQW ER[HV� $ SRVLWLYH WRQH ��N+] WRQH� VLJQDOV WKH RSSRUWXQLW\ WR JDLQ D UHZDUG �VZHHWHQHG
FRQGHQVHG PLON� E\ SUHVVLQJ WKH OHIW OHYHU �� GDLO\ WUDLQLQJ VHVVLRQV RI �� PLQ�� $ QHJDWLYH WRQH ��N+]� SUHFHGHV WKH RFFXUUHQFH RI DQ HOHFWULF IRRW�
VKRFN ��� V DW PD[�� ZKLFK FDQ EH SUHYHQWHG RU VWRSSHG E\ SUHVVLQJ WKH ULJKW OHYHU �� GDLO\ VHVVLRQV RI ����� PLQ�� $IWHU GLVFULPLQDWLRQ WUDLQLQJ
�FULWHULRQ� ��� FRUUHFW GLVFULPLQDWLRQ EHWZHHQ WKH QHJDWLYH DQG SRVLWLYH WRQH� UDWV DUH WHVWHG IRU WKHLU UHVSRQVHV WR DPELJXRXV WRQHV ZLWK
LQWHUPHGLDWH IUHTXHQFLHV ��� �� DQG �N+]�� 7KH UDWV¶ H[SHFWDWLRQV RI D SRVLWLYH RU D QHJDWLYH HYHQW VLJQDOOHG E\ WKHVH WRQHV ZHUH LQIHUUHG IURP WKHLU
OHYHU UHVSRQVHV �� GDLO\ VHVVLRQV RI ����� PLQ��(QNHO HW DO�� ������ µ'HSUHVVHG¶ UDWV DUH H[SHFWHG WR SUHIHU WKH ULJKW OHYHU� � �� $IWHU WKH
DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ WHVW WKH UDWV ZLOO EH DOORZHG WR VHOI�DGPLQLVWHU FRFDLQH ����� PJ�NJ�LQMHFWLRQ� LQWUDYHQRXV YHLQ� YLD D IL[HG UDWLR � �)5��
OHYHU SUHVV UHVSRQVH IRU � K�GD\ IRU �� GD\V XVLQJ VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ FDJHV� 7KHUH ZLOO EH D VHFRQG LQDFWLYH OHYHU LQ WKH FKDPEHU� 7KLV OHYHU KDV QR
SURJUDPPHG FRQVHTXHQFHV� EXW ZLOO VHUYH DV D FRQWURO IRU DQ\ QRQ�VSHFLILF HIIHFWV� 7KH DPELJXRXV FXH XVHG LQ WKH DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ WHVW
VLJQDOV WKH ORFDWLRQ RI WKH DFWLYH OHYHU� ZKLFK DOORZV XV WR DVVHVV WKH LQLWLDO LQIOXHQFH RI WKH UDWV PRRG VWDWH RQ FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� 2QFH UDWV
KDYH DFTXLUHG FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� GHILQHG DV DW OHDVW �� UHLQIRUFHG UHVSRQVHV RYHU � K ZLWK OHVV WKDQ � ��� YDULDWLRQ LQ UHVSRQGLQJ IURP
GD\ WR GD\� KDOI RI WKH UDWV ZLOO JHW H[WHQGHG DFFHVV WR FRFDLQH �� K GDLO\ VHVVLRQV�� IRU D PLQLPXP RI �� VHVVLRQV XQGHU DQ )5� VFKHGXOH RI
UHLQIRUFHPHQW XQWLO FRFDLQH LQWDNH VLJQLILFDQWO\ LQFUHDVHV �HVFDODWLRQ� D KDOOPDUN RI FRPSXOVLYH FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ�� 7KH RWKHU KDOI RI WKH UDWV
UHPDLQ RQ WKH � K VFKHGXOH WR DVVHVV UHJXODU FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� )RU WKH � VXEVHTXHQW VHVVLRQV� UDWV ZLOO EH DOORZHG WR VHOI�DGPLQLVWHU
FRFDLQH XQGHU D SURJUHVVLYH UDWLR �35� VFKHGXOH HYHU\ � GD\V� ZKLOH DQ )5� VFKHGXOH ZLOO EH XVHG RQ WKH WZR LQWHUYHQLQJ VHVVLRQV� 7KH 35 VFKHGXOH LV
EDVHG RQ WKH IROORZLQJ HTXDWLRQ� UHVSRQVHV�LQMHFWLRQ >� [ H�LQMHFWLRQ QXPEHU [ ����@����� DQG UHVXOWV LQ WKH IROORZLQJ VHTXHQFH RI UHVSRQVH UDWLR¶V�
�� �� �� �� �� ��� ��� ��� ��� ��� ��� ��� ��� ��� ��� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� HWF� 35 VHVVLRQV� VHW DW D PD[LPXP RI � KUV� ZLOO
VWDUW ZKHQ VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ HVFDODWHV GXULQJ H[WHQGHG DFFHVV �VLJQLILFDQW LQFUHDVH LQ FRFDLQH LQIXVLRQV FRPSDUHG WR WKH ILUVW H[WHQGHG DFFHVV
VHVVLRQ�� 2QFH SHU ZHHN WKH DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ WUDLQLQJ LV UHSHDWHG QH[W WR WKH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ VHVVLRQ� WR NHHS WKH UDW
V PHPRU\ IRU
WKH SRVLWLYH DQG QHJDWLYH WRQHV��7KH DQLPDOV ZLOO EH ZLWKGUDZQ IURP FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ DQG ����� KUV ODWHU WKH\ ZLOO EH WHVWHG IRU
GHSUHVVLYH�OLNH EHKDYLRU LQ WKH DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ WHVW� 2QO\ WKH SUREH WHVW ZLOO EH UHSHDWHG� WDNLQJ RQH VHVVLRQ��� �� 7KHUHDIWHU WKH
DQLPDOV ZLOO EH DOORZHG WR UHVXPH FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ IRU � )5� VHVVLRQV RI � KUV� IROORZHG E\ GHFDSLWDWLRQ DW �� KUV LQWR ZLWKGUDZDO �
�� 7KH GHSHQGHQW PHDVXUHPHQWV LQ WKH FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ SURFHGXUH LQFOXGH WRWDO LQWDNH RYHU GLIIHUHQW VHVVLRQV� LQWDNH GXULQJ WKH ILUVW

KRXU RI GDLO\ VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� FKDQJHV LQ FRFDLQH�ORDGLQJ EHKDYLRU �ILUVW �� PLQ LQWHUYDO RI H[SRVXUH WR GDLO\ FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ�� DQG
EUHDNSRLQW �ILQDO DWWDLQHG UDWLR�� ,Q WKH DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ WHVW ZH ZLOO PHDVXUH WKH QXPEHU RI OHIW DQG ULJKW OHYHU UHVSRQVHV WR DPELJXRXV
FXH SUHVHQWDWLRQ�
7KH RIIVSULQJ RI VHURWRQLQ NQRFNRXW UDWV ���+77���� XVHG LQ WKH H[SHULPHQW ZLOO EH EUHG DV IROORZV�
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+DOI RI WKH UDWV WHVWHG LQ H[SHULPHQW �D DUH WUDQVFDUGLDOO\ SHUIXVHG ZLWK �� SDUDIRUPDOGHK\GH� � � �� KRXUV DIWHU WKH DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ
WHVW� � � �� KRXUV DIWHU WKH DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ WHVW WDNLQJ SODFH GXULQJ ZLWKGUDZDO IURP UHJXODU RU FRPSXOVLYH FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ�
� � �� KRXUV DIWHU WKH ODVW UHJXODU RU FRPSXOVLYH FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ VHVVLRQ� &RURQDO VHFWLRQV FRUUHVSRQGLQJ WR WKH /+E� 507J� 97$ DQG
'51 DUH LPPXQRKLVWRFKHPLFDOO\ GRXEOH�WULSOH VWDLQHG IRU �� GHOWD )RV% �PDUNHU IRU FKURQLF QHXURQDO DFWLYDWLRQ�� �� *$'�� �*OXWDPDWH
GHFDUER[\ODVH ��� PDUNV *$%$�HUJLF QHXURQV�� �� 9JOXW��� �YHVLFXODU JOXWDPDWH WUDQVSRUWHU� PDUNV JOXWDPDWHUJLF QHXURQV� WKH H[SUHVVLRQ RI WKH
VXEW\SH LV UHJLRQ VSHFLILF�� �� 7S+��PDUNV VHURWRQHUJLF QHXURQV�� �� 7+ �PDUNV GRSDPLQHUJLF QHXURQV�� �� ��+7 �VHURWRQLQ��
�

7KH RWKHU KDOI RI UDWV IURP VWDJHV � �� � � DQG � � WHVWHG LQ H[SHULPHQW �D ZLOO EH XVHG� %DVHG RQ GDWD GHULYHG IURP H[SHULPHQW �D DQG �E ZH PD\
PDNH D FRQVLGHUHG FKRLFH IRU RQH VWDJH DQG�RU RQH SURMHFWLRQ�
&ODVVLFDO QRQ�FHOO�W\SH VSHFLILF PHWKRG� 7KH UDWV DUH VWHUHRWDFWLFDOO\ PLFURLQMHFWHG ZLWK &7E �FKROHUD WR[LQ�VXEXQLW� FRQMXJDWHG ZLWK $OH[D LQWR WKH
97$� '51 RU 507J XQGHU LVRIOXUDQH DQHVWKHVLD� %HFDXVH &7E FDQ VHUYH DV UHWURJUDGH QHXURQ WUDFH PDUNHU� WKH LQMHFWLRQV ZLOO WDNH SODFH LQ DIIHUHQW
UHJLRQV� ZKLFK UHFHLYH LQSXW IURP WKH /+E� 7KH GHFLVLRQ ZKLFK DIIHUHQW WR IRFXV RQ ZLOO GHSHQG RQ WKH GDWD REWDLQHG LQ H[SHULPHQW �E� 7KH DFWXDO
ORFDWLRQ DQG VSUHDG RI WKH &7E LV GHWHUPLQHG DIWHUZDUG XVLQJ IOXRUHVFHQW PLFURVFRS\ �RQO\ ILUVW�RUGHU QHXURQV FDQ EH GHWHFWHG� DV LW LV D
PRQRV\QDSWLF WUDFHU�� $IWHU � ZHHN UDWV DUH WUDQVFDUGLDOO\ SHUIXVHG XVLQJ �� SDUDIRUPDOGHK\GH� %\ FRPELQLQJ ZLWK LPPXQRKLVWRFKHPLVWU\ IRU
*$'��� 9JOXW� 7S+�� DQG 7+� ZH ZLOO FKDUDFWHUL]H WKH FHOO�W\SH RI WKH WDUJHW QHXURQV LQ WKH DIIHUHQW UHJLRQ UHFHLYLQJ JOXWDPDWHUJLF LQSXW IURP WKH
/+E� :H FKRRVH WKLV DSSURDFK DV H[SORUDWLYH WUDFLQJ PHWKRG� EHFDXVH ZH GR QRW NQRZ ZKHWKHU VHURWRQLQ WUDQVSRUWHU JHQRW\SH DQG�RU H[SHULPHQWDO
VWDJH DIIHFWV NQRZQ SURMHFWLRQV LQ WKH /+E�507J�97$�'51 FLUFXLW �)LJXUH ��� DQG WR PLQLPL]H WKH QXPEHU RI DQLPDOV�

&HOO�W\SH VSHFLILF WUDFLQJ PHWKRG� 7R FRQILUP WKH GDWD IURP H[S �F DQG GHPRQVWUDWH WKDW D SURMHFWLRQ RI D VSHFLILF QHXURQDO FHOO�W\SH LV DOWHUHG ZH
ZLOO DSSO\ D FHOO�W\SH VSHFLILF WUDFLQJ DSSURDFK LQ H[SHULPHQW �G XVLQJ UDELHV YLUXV� 7R WKLV HQG ZH XVH D QHZ JURXS RI UDWV� 6SHFLILFDOO\� ZH XVH
&$0.,,��&UH� *$'����&UH� 7+��&UH RU 7SK���&UH WUDQVJHQLF UDWV EUHG WR ��+77 NQRFNRXW UDWV RU ZLOG�W\SH UDWV� &UH�QHJDWLYH DQLPDOV DUH XVHG DV
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FRQWURO� %HFDXVH WKH EUHHGLQJ LV ODERULRXV� ZH ZLOO PDNH KHUH D FRQVLGHUHG FKRLFH IRU RQH W\SH RI EUHHGLQJ ���+77 [ &$0.,,��&UH� *$'����&UH�
7+��&UH RU 7S+���&UH�� 7KH EUHHGLQJ ZLOO EH FRQGXFWHG DV IROORZV�

)LUVW� IHPDOH &UH UDWV ZLOO EH FURVVHG ZLWK PDOH ��+77��� UDWV WR REWDLQ ILUVW JHQHUDWLRQ �*�� ��+77����&UH UDWV�� 6HFRQG� ZH LQEUHHG *HQHUDWLRQ � WR
REWDLQ *HQHUDWLRQ �� PDOH ��+77 NQRFNRXW UDWV H[SUHVVLQJ &UH LQ D SDUWLFXODU FHOO W\SH ���+77��� � &UH��� RU ��+77��� � &UH����� PDOH ��+77
NQRFNRXW UDWV QRW H[SUHVVLQJ &UH ���+77���� � &UH����� �PDOH ��+77 ZLOG W\SH UDWV ZLWK &UH EHLQJ H[SUHVVLQJ LQ D SDUWLFXODU FHOO W\SH ���+77��� �
&UH��� RU ��+77���� &UH���� DQG PDOH ��+77 ZLOG�W\SH UDWV QRW H[SUHVVLQJ &UH ���+77���� � &UH����� 1RWH WKDW ZH XVH FRQWUROV IRU ERWK ��+77���
DQG &UH H[SUHVVLRQ� ,W LV QHFHVVDU\ WR FRQWURO DOVR IRU &UH H[SUHVVLRQ WR H[FOXGH WKH SRVVLELOLW\ WKDW &UH H[SUHVVLRQ LWVHOI LQIOXHQFHV EUDLQ IXQFWLRQ�

7KH YLUDO YHFWRUV WR EH XVHG DUH &UH�GHSHQGHQW $$9�',2�79$ DQG $$9�',2�5* KHOSHU YLUXVHV� ZKLFK DUH LQMHFWHG RQ GD\ � LQWR WKH YHQWUDO WHJPHQWDO
DUHD �97$�� GRUVDO UDSKH QXFOHL �'51� RU URVWURPHGLDO WHJPHQWDO QXFOHXV �507J� VWHUHRWDFWLFDOO\ XQGHU WKH LVRIOXUDQH DQHVWKHVLD� :H FKRRVH RQH RI
WKH DUHD EDVHG RQ H[SHULPHQW �E� EHFDXVH UDELHV YLUXV VHUYHV DV D WUDQVV\QDSWLF UHWURJUDGH WUDFHU� WKH LQMHFWLRQV ZLOO WDNH SODFH LQ DIIHUHQW UHJLRQV�
ZKLFK UHFHLYH LQSXW IURP WKH ODWHUDO KDEHQXOD �/+E�� �� 'D\V ODWHU WKH (QY$�FRDWHG 5DELHV YLUXV �D JHQHWLFDOO\ PRGLILHG UDELHV YLUXV SVHXGRW\SHG
ZLWK WKH DYLDQ YLUXV HQYHORSH SURWHLQ �(QY$�� LV LQMHFWHG DW WKH VDPH FRRUGLQDWHV� $V WKH UDELHV YLUXV FDQ RQO\ WUDQVGXFH FHOOV H[SUHVVLQJ WKH 79$
UHFHSWRU� LQLWLDO WUDQVGXFWLRQ DQG ODEHOLQJ LV OLPLWHG WR &UH�H[SUHVVLQJ QHXURQV� $IWHU UHWURJUDGH WUDQVV\QDSWLF ODEHOLQJ RI LQSXW QHXURQV� IXUWKHU
VSUHDG RI WKH UDELHV YLUXV LV LQKLELWHG GXH WR WKH 5* GHOHWLRQ� ,Q VXPPDU\� WKH 79$ UHFHSWRU H[SUHVVLRQ UHVWULFWV WKH XSWDNH RI WKH (QY$�SVHXGRW\SHG
UDELHV YLUXV VSHFLILFDOO\ WR &UH�H[SUHVVLQJ QHXURQV DQG WKH 5* H[SUHVVLRQ GHWHUPLQHV WKH VWULFW PRQRV\QDSWLF VSUHDG� $IWHU � ZHHN UDWV DUH
WUDQVFDUGLDOO\ SHUIXVHG XVLQJ �� SDUDIRUPDOGHK\GH WR LPPXQRVWDLQLQJ��
�
5HIHUHQFHV�
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(QNHO� 7�� '� *KROL]DGHK� 2� Y� %� XQG +DOEDFK� &� 6DQFKLV�6HJXUD� 5� +XUOHPDQQ� 5� 6SDQDJHO� 3� *DVV DQG %� 9ROOPD\U ������� �$PELJXRXV�FXH
LQWHUSUHWDWLRQ LV ELDVHG XQGHU VWUHVV�DQG GHSUHVVLRQ�OLNH VWDWHV LQ UDWV�� 1HXURSV\FKRSKDUPDFRORJ\ ������ ����������
6FKRQLJ� .�� 7� :HEHU� $� )URPPLJ� /� :HQGOHU� %� 3HVROG� '� 'MDQGML� +� %XMDUG DQG '� %DUWVFK ������� �&RQGLWLRQDO JHQH H[SUHVVLRQ V\VWHPV LQ WKH
WUDQVJHQLF UDW EUDLQ�� %PF %LRORJ\ ���

3LORW VWXG\� :H XVH 1  �� SHU FRQGLWLRQ DQG VH[� �� ,QWUDYHQRXV FDWKHWHUL]DWLRQ� �� &7E WUDFHU LQMHFWLRQ LQWR WKH URVWUDO WHJPHQWDO DUHD� 97$ RU
GRUVDO UDSKH QXFOHXV� �� 5DELHV YLUXV WUDFHU LQMHFWLRQ LQWR WKH URVWUDO WHJPHQWDO DUHD� 97$ RU GRUVDO UDSKH QXFOHXV� 6LQFH PDOH DQG IHPDOH UDWV DUH
DQDWRPLFDOO\ GLIIHUHQW �H�J� EUDLQ FRRUGLQDWHV PD\ GLIIHU� DQG WKH GLVWDQFH EHWZHHQ WKH YHQH MXJXODULV ORFDWLRQ RI FDWKHWHU LQVHUWLRQ DQG WKH KHDUW�� LW
LV LPSRUWDQW WR XVH ERWK PDOHV DQG IHPDOHV IRU WKH SLORW� :H GR QRW FRQVLGHU JHQRW\SH� VLQFH ZH GR QRW KDYH LQGLFDWLRQV WKDW WKHVH DQDWRPLFDO

IDFWRUV GLIIHU EHWZHHQ WKH JHQRW\SHV� 7RWDO� �� UDWV
([S �D��G� %DVHG RQ SUHYLRXV EHKDYLRXUDO DQG VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ VWXGLHV � � DQG WKH IDFW WKDW ZH VSOLW

JURXSV �DIWHU EHKDYLRXUDO WHVWLQJ� LQWR JURXSV IRU WUDFLQJ DQG LPPXQRKLVWRFKHPLVWU\ ZH HVWLPDWH WKDW ZH QHHG 1 �� IRU H[SHULPHQW �D� �E� �F��G
�VHH ILJXUH � 	 ��� 5DWV DUH WHVWHG LQ JURXSV� DOZD\V ZLWK H[SHULPHQWDO DQLPDOV DQG FRQWUROV PDWFKHG� ,Q VXP� ZH QHHG WRWDO �� UDWV SHU JHQRW\SH LQ
H[SHULPHQW �D� �E� �F IRU HDFK VH[ �ILJXUH �� �� �1%� EHFDXVH &UH�QHJDWLYH DQLPDOV DUH XVHG DV FRQWUROV ZH ZLOO KDYH IRXU JURXSV IRU H[SHULPHQW �G�
��+77��� DQG ��+77���� DQG &UH� DQG &UH��� $ SRZHU DQDO\VLV ZLOO EH FRQGXFWHG IRU WKH SURWRFRO� DQG GDWD ZLOO EH DQDO\]HG XVLQJ XQSDLUHG WZR�

WDLOHG W�WHVW� RQH� WZR RU WKUHH�ZD\ $129$V� RQH� WZR RU WKUHH�ZD\ UHSHDWHG PHDVXUHV $129$V�
7KH WRWDO PD[LPXP QXPEHU RI DQLPDOV WR EH XVHG LQ WKLV DQLPDO SURFHGXUH LV ����� 7KH DQLPDO RULJLQ LV GHVFULEHG LQ WKH 7DEOH EHORZ�
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Experiment Origin Genotype Gender Maximum Number Life st age 

Female 30 
Pilot 

Male 30 

Male 90 
s -HIT'-

Female 90 
la, lb, lc 

Male 90 
Wild type (S-HIT1' ) 

Female 90 

S-HIT1-- Cre •I- Male 90 

or S-HIT1-- Cre'1' Female 90 

S-HIT'' - Cre .,. Male 90 

or S-HIT1' - Cre •I• Female 90 
l d 

S-HIT1' - Crë· Male 90 

Female 90 

S-HIT' -- Crë· Male 90 

Female 90 
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5HIHUHQFHV

:H XVH UDWV� EHFDXVH WKH LQWUDYHQRXV GUXJ VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ KDV EHHQ GHYHORSHG IRU UDWV DQG GRHV QRW ZRUN IRU PLFH�
:H XVH ERWK PDOH DQG IHPDOH UDWV� EHFDXVH GUXJ DGGLFWLRQ LV PRUH SUHYDOHQW LQ PDOHV FRPSDUHG WR IHPDOHV �6$0+6$ ����� (0&''$ ������ ZKLOH
GHSUHVVLRQ UDWHV DUH KLJKHU LQ IHPDOHV WKDQ LQ PDOHV �3LFFLQHOOL DQG :LONLQVRQ ����� 5RPDQV� 7\DV HW DO� ������ :KHWKHU WKHLU FRPRUELGLW\ VSHFLILFDOO\
DIIHFWV PDOHV RU IHPDOHV LV XQFOHDU� )RU WKDW UHDVRQ ZH ZLOO WHVW ERWK VH[HV� �
:H XVH ��+77��� DQG ZLOG�W\SH UDWV� EHFDXVH ��+77��� UDWV �ZKHQ FRPSDUHG WR ZLOG�W\SH FRXQWHUSDUWV� GLVSOD\ LQFUHDVHG GHSUHVVLRQ�OLNH EHKDYLRXU

LQFUHDVHG LQWUDYHQRXV FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ
�

:H XVH &$0.,,��&UH �5HFRPELQDVH H[SUHVVLRQ LQ JOXWDPDWHUJLF QHXURQV�� *$'����&UH �5HFRPELQDVH H[SUHVVLRQ LQ *$%$HUJLF QHXURQV�� 7+��&UH
�5HFRPELQDVH H[SUHVVLRQ LQ 'RSDPLQHUJLF QHXURQV�� RU 7S+���&UH �5HFRPELQDVH H[SUHVVLRQ LQ 6HURWRQHUJLF QHXURQV� UDWV �ZKLFK ZH FURVV WR ��+77�
�� RU ZLOG�W\SH UDWV� EHFDXVH ZH DLP WR WUDFH DQG PDQLSXODWH JOXWDPDWHUJLF� *$%$HUJLF� GRSDPLQHUJLF� RU VHURWRQHUJLF QHXURQV LQ WKH ��+77��� DQG
ZLOG�W\SH UDWV XVLQJ &UH�GHSHQGHQW YLUDO YHFWRUV�
)RU WKH SLORW VWXG\ JHQRW\SH LV QRW UHOHYDQW� :H XVH ZLOG�W\SH RU ��+77��� UDWV� ZKDWHYHU LV DYDLODEOH�OHIW RYHU IURP WKH EUHHGLQJ�

&DQWHUEHUU\� 0�� 0� 5� 3HOWLHU� .� 7� %UDG\ DQG &� $� +DQORQ ������� �$WWHQXDWHG QHXUDO UHVSRQVH WR HPRWLRQDO FXHV LQ FRFDLQH�GHSHQGHQFH� D
SUHOLPLQDU\ DQDO\VLV RI JHQGHU GLIIHUHQFHV�� $P - 'UXJ $OFRKRO $EXVH ������ ��������
(0&''$ ������� �(XURSHDQ 'UXJ 5HSRUW ����� 7UHQGV DQG 'HYHORSPHQWV�� (XURSHDQ 0RQLWRULQJ &HQWUH IRU 'UXJV DQG 'UXJ $GGLFWLRQ�

.RKW]� $� 6� DQG *� $VWRQ�-RQHV ������� �&RFDLQH 6HHNLQJ 'XULQJ ,QLWLDO $EVWLQHQFH ,V 'ULYHQ E\ 1RUDGUHQHUJLF DQG 6HURWRQHUJLF 6LJQDOLQJ LQ
+LSSRFDPSXV LQ D 6H[�'HSHQGHQW 0DQQHU�� 1HXURSV\FKRSKDUPDFRORJ\�
3LFFLQHOOL� 0� DQG *� :LONLQVRQ ������� �*HQGHU GLIIHUHQFHV LQ GHSUHVVLRQ�� &ULWLFDO UHYLHZ ������� ��������
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5RPDQV� 6� (�� -� 7\DV� 0� 0� &RKHQ DQG 7� 6LOYHUVWRQH ������� �*HQGHU GLIIHUHQFHV LQ WKH V\PSWRPV RI PDMRU GHSUHVVLYH GLVRUGHU�� - 1HUY 0HQW 'LV
�������� ��������
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 �ZLOG�W\SH� RZQ EUHHGLQJ ��� 31'������
5DW ���+77���� RZQ EUHHGLQJ ��� 31' ������
5DW �ZLOG�W\SH � &UH�� RZQ EUHHGLQJ ��� 31' ������
5DW ���+77��� � &UH�� RZQ EUHHGLQJ ��� 31' ������
5DW �ZLOG�W\SH � &UH�� RZQ EUHHGLQJ ��� 31'������
5DW ���+77��� � &UH�� RZQ EUHHGLQJ ��� 31'������
5DW �SLORW� RZQ EUHHGLQJ �� 31'������

7KH UDW LV WKH EHVW DQLPDO PRGHO WR SHUIRUP EHKDYLRUDO VWXGLHV WR LQYHVWLJDWH SV\FKLDWULF GLVRUGHUV� %HFDXVH RI WKH FRPSOH[LW\ RI WKHVH NLQG RI
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GLVRUGHUV� LW LV LPSRVVLEOH WR XVH OHVV FRPSOH[ DQLPDOV� ,QGHHG� WKH LQWUDYHQRXV FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ SDUDGLJP GRHV HYHQ QRW ZRUN LQ PLFH� OHW
DORQH LQ LQYHUWHEUDWH DQLPDOV� 6SHFLILF QHXUDO SURMHFWLRQV FDQQRW EH VWXGLHG LQ YLYR LQ KXPDQV� EHFDXVH RI HWKLFDO UHVWUDLQWV�

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 D YDULHW\ RI EHKDYLRUDO SDUDGLJPV DQG EH XVHG IRU H[ YLYR VWXGLHV DQG QRQ�FHOO�W\SH VSHFLILF WUDFLQJ WR REWDLQ D KLJK
QXPEHU RI LQIRUPDWLRQ WKHUHE\ OHDGLQJ WR D PLQLPDO DPRXQW RI DQLPDOV QHHGHG� ([SHULPHQW �G ZLOO RQO\ �IRFXV RQ RQH RI WKH �SURMHFWLRQV LQ WKH�
ODWHUDO KDEHQXOD �/+E��URVWURPHGLDO WHJPHQWDO QXFOHXV �507J��YHQWUDO WHJPHQWDO DUHD �97$��GRUVDO UDSKH QXFOHXV �'51� FLUFXLW� 7KLV �ZLOO OHDG WR
UHGXFH WKH DPRXQW RI DQLPDO QHHGHG�

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\ �LQWUDYHQRXV FDWKHWHU LPSODQWDWLRQ DQG LQWUDFHUHEUDO LQIXVLRQ RI WUDFHUV�YLUDO YHFWRUV� ZLOO EH SHUIRUPHG XQGHU LVRIOXUDQH DQHVWKHVLD� ,Q
DGGLWLRQ� /LGRFDLQH VSUD\ ZLOO EH DSSOLHG WR WKH SHULRVWHXP DQG WKH VNLQ RI WKH KHDG� 3RVVLEOH EOHHGLQJ ZLOO EH VWRSSHG XVLQJ HSLQHSKULQH SHOOHWV�
%HIRUH DQG DIWHU 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�
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1RW DSSOLFDEOH

7KH UDWV ZLOO EH VLQJO\ KRXVHG DIWHU VXUJHULHV� &DJH PDWHV DUH UHPRYHG EHFDXVH WKH\ ZLOO GDPDJH WKH FDQQXOD RU WKH FDWKHWHU� *LYHQ WKDW D FROOLVLRQ
ZLWK WKH VKDUS HGJHV RI D VKHOWHU PD\ UHVXOW LQ WKH ORVV RI WKH FDQQXOD� VKHOWHUV DUH UHSODFHG E\ ZRRGHQ EORFNV DQG QHVW PDWHULDO��
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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� /LGRFDLQH VSUD\ ZLOO EH DSSOLHG WR WKH SHULRVWHXP DQG WKH VNLQ RI WKH KHDG� 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�

5DWV DUH H[SRVHG WR QRYHO WHVW FDJHV� ZKLFK PD\ FDXVH VWUHVV� 7KLV VWUHVV LV DERXW HTXDO WR FDJH FOHDQLQJ� 7KH UDWV DUH VRFLDOO\ LVRODWHG GXULQJ
FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� 7KLV FDXVHV VWUHVV� ,Q WKH DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ WHVW WKH UDWV FDQ UHFHLYH IRRWVKRFNV ���� P$� � VHF�� 7KH
IRRWVKRFNV DUH XQSOHDVDQW� EXW QRW SDLQIXO� DQG QRW DVVRFLDWHG ZLWK EXUQV� �'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� 7KH DQLPDO
V ZHOIDUH PD\ DOVR EH DIIHFWHG E\ WKH ODFN RI D VKHOWHU RU FDJH
PDWHV� &RFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ LWVHOI LV QRW FRPSURPLVLQJ KHDOWK� 7LPH RXW SHULRGV LQ WKH H[SHULPHQWDO SURFHGXUH SUHYHQWV RYHUGRVHV� 'XULQJ WKH
ORQJ DFFHVV FRQGLWLRQ� ZKHQ UDWV DUH H[SHFWHG WR GHYHORS FRPSXOVLYH FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� D KDOOPDUN RI DGGLFWLRQ� UDWV DUH WHVWHG HYHU\ GD\
WR SUHYHQW ZLWKGUDZDO HIIHFWV� 7KH H[FHSWLRQ LV WKH PHDVXUHPHQW RI GHSUHVVLRQ�OLNH EHKDYLRXU GXULQJ ZLWKGUDZDO �VWDJH ,, RI H[SHULPHQW �D�� ZKLFK
LV LQKHUHQW WR WKH H[SHULPHQWDO SURFHGXUH�

,Q WKH DPELJXRXV FXH LQWHUSUHWDWLRQ WHVW WKH UDWV FDQ OHYHU SUHVV WR DYRLG VKRFNV� DOWKRXJK WKH\ ZLOO EH H[SRVHG WR WKH IRRWVKRFN GXULQJ WUDLQLQJ�
ZKHQ WKH\ GLG QRW KDYH \HW DFTXLUHG WKH VNLOOV WR HVFDSH IRRWVKRFNV� 0RVW UDWV DFTXLUH WKH DELOLW\ WR HVFDSH IRRWVKRFNV� DQG WUDQVJHQHQLF UDWV DUH
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EHWWHU WR GR VR WKDQ ZLOG�W\SH UDWV� 7KHVH VWUHVVRUV DUH QHFHVVDU\ WR PHDVXUH D GHSUHVVLRQ�UHODWHG SKHQRW\SH ,Q H[SHULPHQW �D GHSUHVVLRQ�OLNH
EHKDYLRXU ZLOO EH PHDVXUHG GXULQJ ZLWKGUDZDO IURP FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ� EHFDXVH LQ KXPDQV GHSUHVVLRQ HPHUJHV GXULQJ ZLWKGUDZDO �DQG
PRWLYDWHV WKH FRQWLQXDWLRQ RI GUXJ XVH�� 7KHUH� ZLWKGUDZDO IRU PHDVXULQJ WKH FRPRUELGLW\ EHWZHHQ GHSUHVVLRQ DQG FRFDLQH DGGLFWLRQ LV XQDYRLGDEOH�
)LQDOO\� LW LV HVVHQWLDO WR VRFLDOO\ LVRODWH WKH DQLPDOV DIWHU WKH VXUJHULHV DQG GXULQJ WKH FRFDLQH VHOI�DGPLQLVWUDWLRQ SURFHGXUH DV FDJH PDWHV PD\ KDUP
WKH FDWKHWHU�FDQQXODV RI WKH DQLPDOV� 7KH VRFLDO KRXVLQJ VWDUWV IURP VXUJHU\ DQG FRQWLQXHV IRU WKH IXOO GXUDWLRQ RI WKH H[SHULPHQW� 7KDW LV� WKH
DQLPDOV FDUU\ WKH FDWKHWKHU �DQG ODWHU RQ DOVR WKH FDQQXOD� GXULQJ WKH ZKROH H[SHULPHQW DQG ERWK PXVW UHPDLQ IXQFWLRQDO �RWKHUZLVH ZH ZLOO ORVH WKH
DQLPDOV DQG WKLV ZLOO OHDG WR D ULVH LQ WKH QXPEHU RI DQLPDOV QHHGHG IRU WKH H[SHULPHQW��
�

$OWKRXJK VRPH VWUHVVRUV DUH LQKHUHQW WR WKH H[SHULPHQWDO GHVLJQ� ZH ZLOO WDNH SUHFDXWLRQDU\ PHDVXUHV WR PLQLPL]H DOO RWKHU SRWHQWLDO FDXVHV RI
�DGGLWLRQDO� VWUHVV WR WKH DQLPDOV� E\ KDQGOLQJ WKH DQLPDOV H[WHQVLYHO\ DQG SURYLGLQJ WKH DQLPDOV ZRRGHQ EORFNV DQG QHVW PDWHULDO DV FDJH
HQULFKPHQW�

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 WKH
VXUJHULHV� 7KLV GURS�RXW KDV EHHQ LQFOXGHG LQ WKH QXPEHU RI DQLPDOV UHTXHVWHG�
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•

Suffering Rats Undergo Number Experiment 
of animal.s 

Te rminal Male and 1 surgery term in al 20 Pilot 2% 
temale anesthesia 

M oderate Male and 1 surgery 40 Pilot 4% 

temale 
M oderate 5-HTI+/ + 1-2 surgeri es 180 l a, l b, and l c 47% 

male and 
temale rats 

M oderate S-HIT +/ +-Cre 2 surgeries and in creased 360 l d 
male and depression-like behaviour 
temale rats 

Severe 5-HTI-/- male 1-2 surgeri es and increased 180 l a, l b, and l c 47% 
and temale depression-like behaviour 

Severe 5-HTI-/ --Cre 2 surgeries and in creased 360 l d 
male and depression-like behaviour 

temale 
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5DWV ZLOO EH VDFULILFHG E\ SHUIXVLRQ XQGHU GHHS DQHVWKHVLD� WR REWDLQ IL[HG EUDLQV IRU LPPXQRKLVWRFKHPLVWU\ RU YDOLGDWLRQ RI WKH SODFHPHQW RI WKH
FDQQXOD RU LQMHFWLRQ VLWH�
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1. Wat betreft de verzorging en de huisvesting van de dieren dragen de lidstaten er zorg voor dat: 

a) alle dieren huisvesting, een omgeving, voedsel, water en verzorging ontvangen die passend zijn voor hun 

gezondheid en welzijn; 

b) iedere inperking van de mogelijkheid van de dieren om aan hun fysiologische en ethologische behoeften 

te voldoen, tot een minimum wordt beperkt; 

c) de omgevingsomstandigheden waarin de dieren worden gefokt, gehouden of gebruikt, dagelijks worden 

gecontroleerd; 

d) regelingen worden getroffen om een eventueel letsel of pijn, onnodig lijden, angst en blijvende schade 

die vermijdbaar zijn en die worden ontdekt, zo snel mogelijk te verhelpen, en  

e) de dieren onder behoorlijke omstandigheden worden vervoerd. 
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Dr.  

 

Thank you fo evaluating our DEC application with number AVD103002017872. We received 

this remark: 

 

There is 20% chance that any of the animals reach the humane end point over the course of 

the experiment. This chance is attributed to the surgeries. This drop-out has been included in 

the number of animals requested.’ We zouden graag meer willen weten over de redenen 

waarom in 20% van de gevallen de operatie kan leiden tot het toepassen van de HEP. Gaat 

het hier over de vaardigheden van de mensen die de operatie uitvoeren, over de techniek op 

zich, over mogelijke infecties, over de lokalisatie van het virus? 

 

This is our reply: 

 

Thank you for your kind and important comment. The reasons why there is 20% chance that 

rats may meet to the humane end point are as follows: 

1) The neural areas we focus on are quite small and most of them are located deep in the 

brain which are not easy to reach. There is chance that we miss target the regions, 

because there are small differences between brains of rats and we have to rely on the 

average brain atlas of the rat. 

2) Although we will give the rats antibiotic treatment, there are still some unknown risks 

that the rats may get infected after the surgeries.  

3) The experiments we propose are long lasting. It is not trivial to keep the catheters open 

for the whole duration of the experiment. It can happen that blood cloths develop and 

occlude the catheter. We undertake precautions, but this cannot be fully prevented. 

4) Part of the rats will undergo two dedicated surgeries; the implantation of an intravenous 

catheter and the stereotact injection of a viral tracer. This doubles the risk that 

something happens during or after surgery. 

We are highly experienced in these surgeries, but please appreciate that these surgeries are 

complex. The best experts experience some dropout of animals. A 100% success rate is not 

realistic.  

 

In sum, it is the complexity of the surgeries and the fact that the animals have to undergo 

the surgery twice that there is 20% chance that the rats may meet the criteria of the humane 

end points.  

 

Kind regards, 
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DEC-advies  

A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer: 2016-0078 

2. Titel van het project: The mechanisms of depression and cocaine addiction comorbidity in the 

habenula 

3. Titel van de NTS: Comorbiditeit tussen depressie en cocaïneverslaving: de rol van de habenula 

 

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: 17-11-2016 

 aanvraag compleet 

 in vergadering besproken: 06-12-2016 en 10-01-2017 

 anderszins behandeld 

 termijnonderbreking(en) van 12-12-2016 tot 22-12-2016 en 17 01-2017 tot 31-1-2017 

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

 aanpassing aanvraag: 22-12-2016 en 31-01-2017 

 advies aan CCD: 17-02-2017 

 

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: 

- Datum 

- Plaats 

- Aantal aanwezige DEC-leden 

- Aanwezige (namens) aanvrager 

- Gestelde vraag / vragen 

- Verstrekt(e) antwoord(en) 

- Het horen van de aanvrager heeft wel/niet geleid tot aanpassing van de aanvraag. 

 

9. Correspondentie met de aanvrager 

- Datum vragen: 12-12-2016 

- Datum antwoorden: 22-12-2016 

 

- Gestelde vragen en antwoorden: 

 

Algemeen: 

- De projectaanvraag is voor de DEC-leden slecht te volgen (zoals de zin bovenaan pagina 35) 

en daarnaast lastig leesbaar door de vele grammaticale en spellingsfouten en 

woordverwisselingen (zoals day i.p.v. cage op pagina 18). De commissie verzoekt de 
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onderzoekers de projectaanvraag makkelijker leesbaar te maken door zorgvuldiger en 

helderder te formuleren, en bovendien de verschillende onderdelen kort en bondig te 

beschrijven en informatie die bij dat onderdeel niet gevraagd wordt weg te laten (zoals 

bijvoorbeeld bij DAP1 onderdeel H waar uitsluitend informatie met betrekking tot pijn en 

pijnbestrijding wordt gevraagd). De CCD heeft een uitgebreide toelichting gemaakt waarin 

duidelijk staat vermeld wat bij alle onderdelen ingevuld dient te worden. 

- Antwoord: We corrected grammatical errors in the text, words have been replaced (e.g. day 

instead of cage), and we have removed the irrelevant information in DAP1 part H. Note that 

we cannot avoid the naming of brain regions or the technical names of transgenic animal 

models and vectors, etc. 

 

Project Proposal:  

-3.1: Figuur 1 onderdeel A is een verhelderende illustratie van de positie van de habenula in 

knaagdierhersenen. De commissie verzoekt u onderdeel B over vishersenen te verwijderen. 

Antwoord: We have removed the picture of the fish brain. 

 

-3.4 De experimenten voorafgaand aan het go/no go moment zijn navolgbaar. Het design van 

de experimenten voor onderdeel 1d en 2 is sterk afhankelijk van de resultaten van de 

experimenten 1a, 1b en 1c. De commissie is van mening dat onderdelen 1d en 2 van de 

projectaanvraag nog te prematuur zijn om deze goed te kunnen overzien en te beoordelen. 

Zoals het nu is geformuleerd laat de tekst teveel ruimte om dit onderdeel later naar eigen 

inzicht in te vullen. De commissie kan dit onderdeel daarom niet toetsen. De commissie 

adviseert u deze delen op dit moment niet aan te vragen. Op basis van wat er nu staat zal zij 

daarover negatief adviseren. 

Antwoord: The reasons why we want  

 

 

 

 

 We know that 

glutamatergic projections are altered, and now we want to define to which areas the neuron 

that are altered project to. In our view this is logical next step based on firm preliminary data. 

The purpose of experiments 1a, 1b,1c, and 1d are to figure out, step by step which of the 

most significant efferent projections of the lateral habenula neurons have been disturbed, 

and the cell type of the receiving neurons. We believe that experiment 1d belongs to this aim; 

experiment 1d is a finetuning of experiment 1c: whereas we determine in experiment 1b the 

which target area receives differential input from glutamatergic projection neurons from the 

lateral habenula, in experiment 1d we confirm the type of neuron in the target area that 

receives the glutamatergic input from the habenula. This information is needed for a causal 

intervention, as we intended to do in experiment 2. We have now formulated the purpose of 

the experiments in a different way in the application. It was placed in DAP2 according to 

advice of the IvD, but after own reconsiderations we strongly belief that experiment 1d 

belongs to DAP1. We agree that experiment 2 is dependent on the outcome of the tracing 

studies, and we will ask permission for experiment 2 in a separate DEC application. So, 

experiment 2 is removed from the current application, and we have only one DAP now. 
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-3.4: Waarom willen de onderzoekers zowel lange als korte blootstelling aan cocaïne 

onderzoeken? Dit is niet afdoende onderbouwd. 

Antwoord: Short access cocaine self-administration allows the measurement of regular drug 

self-administration and long access cocaine self-administration allows the measurement of 

compulsive cocaine self-administration (Ahmed and Koob, 1998; Science). The transition from 

regular to compulsive cocaine self-administration is associated with a change in emotional 

state, like the emergence of depression. We want to investigate the addiction process, from 

regular to compulsive drug self-administration. Either alone is insufficiently informative, 

because regular drug self-administration is not yet addictive behaviour, and compulsive self-

administration is dependent on the establishment of regular drug self-administration. We 

have added this information in this section. 

 

-3.4.1 en 3.4.3: Het genoemde go/no go beslismoment is niet beschreven bij 3.4.3. Wat gaan 

de onderzoekers doen als zij alleen verschil vinden in depressie of genotype? Zie ook de 

eerste vraag hierboven over 3.4. 

Antwoord:  

 

 

 

 

 

 As to 

whether there are differences in depression before or after cocaine self-administration is not 

a go / no go decision point, as it is not known for the comorbidity between cocaine addiction 

and depression what comes first, the addiction or depression. Either is possible, and this study 

will clarify this. We believe that if we remove experiment 2 from this DEC we have no go/no 

go decision left over; As indicated in response to point 3.4; we already know that 

glutamatergic projection neurons are altered in naïve serotonin transporter knockout rats 

and those with a history of short- and long access self-administration. We will now define to 

which areas these neurons project to, and with which type of neurons in these projection 

areas they have connections to. We do make decisions for 1c and 1d, which are based on the 

outcome of experiment respectively 1b and 1c. This is not a matter of finding a difference or 

not, but a matter of what kind of difference. Thus, we believe that a go / no go decision in 

terms whether we should continue with the next experience is not applicable in the new 

situation where we have removed DAP2. after 1b experiment, we will decide one of the brain 

areas (connected with lateral habenula) to perform trace study (experiment 1c). We have 

enriched this information in this section. 

 

-3.4.1: Onderdeel 1a: waarom wordt de test niet ook tijdens cocaïne blootstelling gedaan? 

Antwoord: This is because it is impossible to combine the ambiguous cue interpretation test 

with the self-administration test in one test. The rats then would have to respond 

simultaneously to get cocaine, food and to avoid shocks. This will become a very messy 

experiment. Moreover, we would like to investigate depression at baseline, because in drug 

addicts showing depression and addiction comorbidity the chicken and the egg are not clear; 

in animals we can study what comes first: the depression or the addiction. By measuring 

depression under baseline conditions, and thereafter during withdrawal, we will be able to 

dissociate the chicken and the egg. Moreover, negative emotional states like depression are 

specifically seen in drug addicts during withdrawal, when the drug is not on board anymore. 

This is way we measure depression (besides during baseline), also during withdrawal. 
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Description of Animal Procedures: 

*DAP1 

-A: Graag alle informatie geven bij elk onderdeel zoals het is gevraagd en toegelicht in de 

handleiding van de CCD. 

Antwoord: We have added information to this section 

 

-A2: Gemeld wordt dat het experiment alleen in mannelijke ratten wordt uitgevoerd. In de 

tekst en de tabel bij onderdeel B wordt het gebruik van zowel mannen als vrouwen 

beschreven. De onderzoekers worden verzocht dit in overeenstemming met elkaar te 

brengen. 

Antwoord: After discussion with the IvD before, we changed our plan to use both sexes in this 

proposal at the end. The rationale was indeed not optimal. We have changed the rationale in 

the application. Important is that drug addiction is more prevalent in men, and depression in 

women. Potential sex difference in the development of the comorbidity are not known. This 

would be great to unravel. 

 

-A2: Het is niet gebruikelijk om oorknipjes onder anesthesie te geven. 

Antwoord: This depends on whom we are talking to. We are happy to take earcuts without 

anesthesia. We have changed this in the proposal. 

 

-A1 (eerste zin): De commissie adviseert de onderzoekers het woord ‘Wistar’ weg te laten 

wanneer niet alleen wildtype Wistar ratten worden bedoeld. 

Antwoord: The word has been removed from the proposal. 

 

-A2, exp. 1d: De benodigde 5HTT-/- Cre dieren ontbreken in de tabel met kruisingen. Zoals 

hierboven al aangegeven, is de commissie bovendien van mening dat het vragen van een 

vergunning voor dit experiment prematuur is. 

Antwoord: These animals have been added to the table. 

 

-B: De commissie vindt de gegeven reden (onenigheid in literatuur of verslaving vaker 

voorkomt in een van beide geslachten) voor het uitvoeren van alle experimenten in zowel 

mannen als vrouwen niet terzake doende. Zij is derhalve van mening dat de doelstelling van 

de projectaanvraag behaald kan worden door dieren van één geslacht te gebruiken, hetgeen 

tot een significante reductie in het gebruik van dieren met licht tot ernstig ongerief zal 

leiden.  

Antwoord: We prefer to use both males and females. In patients, addiction is more prevalent 

in males, but females have a higher risk to be diagnosed with depression. The question is 

whether their comorbidity specifically affects males or females. We will reveal whether there 

are sex differences in development of the comorbidity and the underlying mechanisms. For 

that reason we will test both sexes. This also justified in our proposal. 

 

-D: Wat bedoelen de onderzoekers met de opmerking over het gedeeltelijk schoonmaken 

van de kooien? Is dat specifiek voor dit onderzoek van belang, en is de te volgen procedure 

uniek voor deze projectaanvraag? 

Antwoord: This is because that it reduces the stress of a fully clean cage. We do this in our 

other approved DEC (2015-0021) as well. We want to prevent that stress interferes with the 

behavioural measurements; stress can increase drug self-administration and is an important 

trigger for depression. Given the longitudinal set-up of the experiment 

we will have to clean cages, but want to prevent in this way that any stress interferes with 

the behavioural measurements. 
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-I en K: Wat is het ongerief van de ambiguous cue test, en hoe lang duurt de individuele 

huisvesting? De commissie mist beide elementen in de beschrijving van het cumulatief 

ongerief bij K.  

Antwoord: Rats are tested in operant boxes. A positive tone (2kHz tone) signals the 

opportunity to gain a reward (sweetened condensed milk) by pressing the left lever (5 daily 

training sessions of 30 min). A negative tone precedes (9kHz) the occurrence of an electric 

foot-shock (60 s at max), which can be prevented or stopped by pressing the right lever (5 

daily sessions of 30-60 min). After discrimination training (criterion: 70% correct 

discrimination between the negative and positive tone) rats are tested for their responses to 

ambiguous tones with intermediate frequencies (3, 5, and 7kHz). The rats’ expectations of a 

positive or a negative event signalled by these tones were inferred from their lever responses 

(6 daily sessions of 30-60 min)(Enkel et al., 2010). ‘Depressed’ rats are expected to prefer the 

right lever. 

 

Rats are exposed to novel test cages, which may cause stress. This stress is about equal to 

cage cleaning. In the ambiguous cue interpretation test the rats can receive footshocks (0.5 

mA, 1 sec). The footshocks are unpleasant, but not painful, and not associated with burns. 

The rats can escape the footshocks, although they will be exposed to the footshock during 

training, when they did not have yet acquired the skills to escape footshocks. Most rats 

acquire the ability to escape footshocks, 

 In the ambiguous cue interpretation test we expect 

that transgenic rats bias more attention towards shock escape than to earning a reward. 

 

The animals submitted to the ambiguous cue interpretation test will experience moderate 

stress. In this test the rats may experience the moderate stress in the training phase in which 

they will be submitted to foot-shocks, and after training if they present a higher depression-

like symptom, they may still experience this stress. 

 

-K: Het ongerief voor de dieren die één operatie ondergaan  in combinatie met de overige 

handelingen is matig. 

Antwoord: Thanks for reminding. We have replaced it. 

 

*DAP2 

De DEC wijst u er op dat zij hierboven heeft aangegeven het vragen van een vergunning voor 

deze experimenten op dit moment prematuur te vinden. 

Antwoord: We have removed DAP2 

 

Niet technische samenvatting:  

-De onderzoekers worden verzocht te checken of de beantwoording van bovenstaande 

vragen over het Project Proposal en de DAPs ook leidt tot aanpassingen in de NTS. 

Antwoord: We have adjusted the NTS. 

 

 

- Gestelde vragen en antwoorden: 

- Datum vragen: 17-01-2017 

- Datum antwoorden: 31-01-2017 

Project Proposal: 

- Op sommige plaatsen (bv. 3.4.2) wordt nog verwezen naar het (inmiddels verwijderde) 

experiment 2. S.v.p. alle verwijzingen verwijderen. 

Antwoord: We have removed references to Experiment 2 were we could find it. 
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-De commissie heeft de onderzoekers eerder gevraagd uit te leggen waarom zij zowel lange 

als korte blootstelling aan cocaïne willen onderzoeken, maar is nog niet tevreden met het 

gegeven antwoord. Nadat dieren geleerd hebben om zichzelf cocaïne toe te dienen via een 

fixed ratio 1 schema in experiment 1a, wordt de groep in tweeën gesplitst waarbij de helft 

toegang krijgt tot langdurige zelf- toediening (compulsive self-administration) terwijl de 

andere helft op het reguliere schema (regular drug self-administration) blijft. Zowel het 

antwoord op vraag 3.4 als de uitleg op pagina 21/37 maakt de commissie niet duidelijk 

waarom beide toedieningsvormen nodig zijn. Het gaat er toch alleen maar om de dieren 

verslaafd te krijgen. Een en ander betekent dat de commissie op dit punt geen gefundeerde 

ethische afweging kan maken. De commissie verzoekt aanvragers om op dit punt helderheid 

te verschaffen. 

Antwoord: 

Short access = regular drug self-administration 

Long access = compulsive drug self-administration 

Please see our previous answer: Reply: Short access cocaine self-administration allows the 

measurement of regular drug self-administration and long access cocaine self-administration 

allows the measurement of compulsive cocaine self-administration (Ahmed and Koob, 1998; 

Science). The transition from regular to compulsive cocaine self-administration is associated 

with a change in emotional state, like the emergence of depression. We want to investigate 

the addiction process, from regular to compulsive drug self-administration. Either alone is 

insufficiently informative, because regular drug self-administration is not yet addictive 

behaviour, and compulsive self-administration is dependent on the establishment of 

regular drug self-administration. 

The research topic is about the comorbidity between addiction and depression. However, this 

final stage does not build up directly from a healthy condition. People first start to use drugs 

on a regular basis, while drug use is still under control. So, self-administration per se is not 

addictive behaviour; like we may drink every evening a glass of wine during dinner. In a 

subset of drug users this regular use turns into compulsive use (i.e. uncontrolled use) and 

depression emerges (or was already present before and represents a reason to start using 

drugs in the first place). We cannot skip this regular drug intake phase, because then 

compulsive drug intake will not happen. Furthermore, this regular drug intake phase is 

needed to properly interpret findings. Indeed, a computational theory of cocaine addiction 

suggests that cocaine reinforces behavior due to its rapid homeostatic corrective effects, 

whereas its chronic use induces slow and long-lasting changes in homeostatic set-point 

(Keramati, Durand et al. 2017). Without the regular self-administration group, conclusions 

about the compulsive drug self-administration effects would be different. We have tried to 

make this clear throughout the proposal. 

 

Description of Animal Procedures: 

-B: Er worden vrij veel dieren aangevraagd voor het oefenen van de operaties. Is het 

noodzakelijk om beide operaties bij zowel mannelijke als vrouwelijke dieren te oefenen? De 

dieren die een stereotactische operatie krijgen worden pas na twee weken gedood. Is het 

mogelijk om de tweede (terminale) operatie ook op deze dieren te oefenen? 

Antwoord: Brain structures between male and female are different, for example, nucleus of 

the preoptic area is three to eight times larger in male rats compared to female rats (Swaab 

1995). The thickness of cerebral cortex is different between male and female rats 

(http://education.jhu.edu/PD/newhorizons/Neurosciences/articles/Male%20and%20Female

%20Brains/). The differences can disturb the parameters of injection site and injection volume 

of virus. So the location of stereotactic injection should be modified base on the pilot study in 

both females and males. 
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Yes we can. But it is really easy to become unskilled when there is a time gap between the 

practice and the actual experiment. In experiment 1a, we will first do the intravenous 

catheterization, so we have to practice this surgery first while the stereotactic surgery is not 

needed at this stage yet. If we would combine the two surgeries, and it is time for experiment 

1c or 1d, the researchers may have become unskilled because there was too much time in 

between the training and the actual experiment. Losses will be greater of the actual 

experiment fails because of this. 

 

-D : De onderzoekers hebben geantwoord dat het gedeeltelijk schoonmaken van de kooien 

ook wordt toegepast bij de dieren uit project 2015-0021. De commissie kan de beschrijving 

van deze werkwijze voor het gedeeltelijk verschonen van de kooien niet terugvinden in de 

beschrijving van project 2015-0021 en de bijbehorende werkprotocollen. Zij verzoekt de 

onderzoekers daarom dit uit de aanvraag te verwijderen. 

Antwoord: We also could not find it back in the accepted version, but in a previous version. 

We apologize for the incorrect reference. Nonetheless, we thought it would be an elegant 

way to reduce the stress for the animals; stress may interfere with the depression and self-

administration sessions, especially because the latter takes place daily. It is not necessary 

that caretakers do the cage cleaning, researchers can do as well, when it is better for their 

experiments. We have removed this method now from the proposal. We have no alternative. 

 

-I: De individuele huisvesting ontbreekt nog in de opsomming van ongerief. 

Antwoord: We have added this information. 

 

-I3: De dieren kunnen toch juist niet sociaal gehuisvest worden vanwege de canule?  

Antwoord: It is essential to socially isolate the animals after the surgeries and during the 

cocaine self-administration procedure as cage mates may harm the catheter/cannulas of the 

animals. The social isolation starts from surgery and continues for the full duration of the 

experiment. That is: the animals carry the catheter (and later on also the cannula) during the 

whole experiment and both must remain functional. Otherwise we will lose the animals and 

this will lead to a rise in the number of animals needed for the experiment. Also, the animals 

may harm each other, they can pull off each other’s catheter or cannulas with dental cement. 

That is really painful and leads to bleeding/wounds. The suffering of the social isolation is 

clearly less than wounds that the animals may get by social interactions that go wrong. 

 

-K: De commissie heeft gevraagd hoe lang de individuele huisvesting duurt, maar heeft nog 

geen antwoord hierop gekregen. 

Antwoord: Please see our answer to comment I3: we socially isolate the animals after the 

surgeries and during the cocaine self-administration procedure as cage mates may harm the 

catheter/cannulas of the animals. The social isolation starts from surgery and continues for 

the full duration of the experiment. That is: the animals carry the catheter (and later on also 

the cannula) during the whole experiment and both must remain functional. Otherwise we 

will lose the animals and this will lead to a rise in the number of animals needed for the 

experiment. The whole experiment takes between 66-90 days. We cannot be very precise, 

because the duration is dependent on the performance of the animals. If it takes longer for 

animals to learn the behavioural tests, we will give them more time. We can only determine 

that during the experiment. We will not switch animals to a next stage because of the time, 

but only if they perform as required. If we use time as criterion we may lose animals. 

Behaviour is namely not like maths, it cannot be fully predicted. 

 

-K: Is het ongerief voor de dieren in de pilot groep die een stereotactische operatie 

ondergaan en nog enkele weken gevolgd worden juist ingeschat? 
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Antwoord: We have changed the suffering to moderate and terminal according to the EU-

directive 2010/63/EU. 

 

Niet-technische samenvatting 

-De onderzoekers worden verzocht te checken of de beantwoording van bovenstaande 

vragen over het Project Proposal en de DAPs ook leidt tot aanpassingen in de NTS. 

Antwoord: We have made the appropriate changes. 

 

References 

Keramati, M., A. Durand, P. Girardeau, B. Gutkin and S. H. Ahmed (2017). "Cocaine Addiction 

as a Homeostatic Reinforcement Learning Disorder." Psychol Rev. 

Swaab, D. F. (1995). "Development of the human hypothalamus." Neurochem Res 20(5): 509-

519. 

 

- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag  

 

 

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

- Aard expertise 

- Deskundigheid expert 

- Datum verzoek 

- Strekking van het verzoek 

- Datum expert advies 

- Advies expert 

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. De 

opzet komt het best overeen met voorbeeld 1 uit de handreiking ‘Invulling definitie project’ van 

de CCD. Het is helder welke handelingen individuele dieren zullen ondergaan. Hierdoor is ook 

duidelijk welk ongerief individuele dieren zullen ondergaan. De aanvrager heeft, na vragen van 

de commissie, besloten om het deel van de aanvraag dat als prematuur werd beoordeeld op een 

later tijdstip in een aparte aanvraag te verwerken. De DEC is er 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.  

 

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 
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4. Het korte termijn doel van het project is te onderzoeken welke rol de laterale habenula speelt in 

de comorbiditeit van drugsverslaving en depressie in ratten met een genetische aanleg voor 

zowel verslaving als depressie. Het uiteindelijke doel is het ontwikkelen van nieuwe 

behandelingen voor mensen die zowel verslaafd als depressief zijn. De aanvragers zullen door de 

voorgestelde experimenten fundamentele kennis vergaren bij ratten over het 

cocaïneverslavingsproces en daarbij optredende verschijnselen van depressie, en het wordt 

duidelijk welke hersengebieden en neuronen daarbij betrokken zijn. Die kennis is van groot 

belang voor een beter begrip van verslaving en preventie of behandeling daarvan. De DEC is van 

mening dat er binnen dit project geen directe relatie is tussen het korte termijn doel en het 

uiteindelijke doel, maar het doel van deze projectaanvraag is gerechtvaardigd binnen de context 

van het onderzoeksveld. 

 

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

en de doelgroep/patiënten. 

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 onderzoeksmogelijkheden. Carrièremogelijkheden en welstand 

kunnen door de onderzoeker zelf van belang geacht worden, maar dienen naar de mening van de 

DEC geen rol te spelen in de ethische afweging over de toelaatbaarheid van het gebruik van 

proefdieren. Het gaat uiteindelijke om de vraag of dit onderzoek belangrijke maatschappelijke en 

wetenschappelijke doelen dient (gezondheid, kennis). Er dient tenminste (ook) sprake te zijn van 

een algemeen of publiek belang, wil een dierproef gerechtvaardigd zijn. 

Voor patiënten/de samenleving is dit onderzoek indirect en op de lange termijn van belang. De 

huidige behandelingen van depressie en van verslaving zijn in veel gevallen niet succesvol. Een 

combinatie van depressie en verslaving is nog moeilijker te behandelen. Wanneer er een 

effectieve behandeling gevonden wordt voor de combinatie van depressie en verslaving, dan 

kunnen deze mensen weer beter functioneren en hebben zij een betere kwaliteit van leven. 

Uiteindelijk zouden de verworven inzichten kunnen bijdragen aan het ontwikkelen van zo’n 

behandeling. Vermindering van de verslavingsproblematiek is van groot belang voor de 

samenleving. 

 

6. De onderzoekers maken gebruik van genetisch gemodificeerde virale vectoren en transgene 

dieren waarbij zij de nationale GGO-regels in acht nemen. Hierdoor is er geen sprake van 

belangwekkende milieueffecten. 

 

Proefopzet en haalbaarheid 

 

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

voldoende gewaarborgd, ondermeer doordat de operaties geoefend worden voordat ze in het 

kader van het experiment worden uitgevoerd. De commissie is overtuigd van de kwaliteit van het 

werk van de aanvragers, zoals blijkt uit de in de aanvraag vermelde publicaties van deze 

onderzoeksgroep. De aanvragers beschikken 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 
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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. Om de wisselwerking tussen 

depressie en het verslavingsproces te onderzoeken is het noodzakelijk het onderzoek uit te 

voeren met ratten die worden blootgesteld aan verschillende cocaïne zelftoedieningsregimes. 

 

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) 

 

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 wordt hoofdzakelijk bepaald door de benodigde operaties, de (kortdurende) 

onthouding van cocaïne, de langdurige individuele huisvesting, en de gedragstesten. De 

combinatie van alle handelingen leidt tot terminaal ongerief voor 2% van de dieren, matig 

ongerief voor 51% van de dieren en ernstig ongerief voor 47% van de dieren. 

 

12. De uiterlijke integriteit van dieren wordt aangetast door het aanbrengen van een intraveneuze 

canule waardoor de dieren zichzelf cocaïne kunnen toedienen. Ook het induceren van een 

cocaïneverslaving kan worden beschouwd als een aantasting van hun integriteit, omdat ze voor 

hun welzijn afhankelijk worden van cocaïne. Het normale gedrag van de dieren verandert 

hierdoor. 

 

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 eerdere ervaringen met (stereotactische) operaties 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. In dit onderzoek worden metingen in bepaalde hersengebieden 

gekoppeld aan complex (depressief) gedrag. Het gedragsrepertoire van de rat is voldoende 

uitgebreid om dit te kunnen meten. Minder complexe diersoorten zijn hiervoor niet geschikt.  

 

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

een wetenschappelijk betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. Door de stapsgewijze 

aanpak waarin de resultaten uit eerdere proeven worden gebruikt voor het design van 

vervolgexperimenten wordt onnodig gebruik van proefdieren voorkomen. De aanvrager zal de 

vraagstelling zowel in mannelijke als in vrouwelijke dieren apart onderzoeken, omdat nog niet 

bekend is of de comorbiditeit van verslaving en depressie vooral in één van beide geslachten 

optreedt. Vanwege de verschillen tussen mannelijke en vrouwelijke hersenen zullen de operaties 

ook op beide geslachten worden geoefend. 

 

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

onderzoekers passen anesthesie en pijnbestrijding toe voor de handelingen waarvoor dit vereist 

is. Ter voorbereiding op de beoogde gedragstest worden voetschokken gegeven, maar de dieren 

leren om deze actief te vermijden. Voor de dieren die een genetische aanleg voor depressie 

hebben zal het ongerief oplopen tot ernstig, ondermeer omdat zij naar verwachting niet goed 

zijn in het leren vermijden van de voetschokken. 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. Dieren van beide geslachten zullen in gelijke mate ingezet worden. 

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

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 terminale, matige of ernstige 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 er alles aan om het lijden van de dieren en het aantal 

dieren te beperken. 

 Voor patiënten is dit onderzoek van belang, omdat het kan bijdragen aan een verbetering van 

hun (geestelijke) gezondheid en kwaliteit van leven. De DEC kent daar veel gewicht aan toe om 

de volgende redenen. Verslaving en depressie hebben een grote impact op zowel de patiënten 

als hun directe omgeving en de maatschappij. Een groot deel van de drugsverslaafden is ook 

depressief, waardoor het nog lastiger is hen te behandelen. Op dit moment is er nog geen 

medicamenteuze therapie voor cocaïneverslaving. De resultaten van dit project zullen bijdragen 
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aan meer kennis over de interactie tussen het verslavingsproces en depressie bij ratten en de 

hersengebieden en neuronen die daarbij betrokken zijn. Op de lange termijn kunnen deze 

resultaten bijdragen aan de ontwikkeling van nieuwe therapieën voor mensen die zowel 

verslaafd als depressief zijn. De commissie acht dit van groot belang. 

 

3.  De DEC is overtuigd van het belang van de doelstellingen: onderzoeken welke rol de laterale 

habenula speelt in de comorbiditeit van drugsverslaving en depressie in ratten met een 

genetische aanleg voor zowel verslaving als depressie. Het uiteindelijke doel daarvan is het 

ontwikkelen van nieuwe behandelingen voor mensen die zowel verslaafd als depressief zijn. De 

DEC is van mening dat de belangen van de patiënten en de maatschappij 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 

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. Voor de 

dieren die een genetische aanleg voor depressie hebben kan het ongerief oplopen tot ernstig. Dit 

onderzoek richt zich juist op de combinatie van depressie en verslaving, waardoor het onderzoek 

niet alleen uitgevoerd kan worden met dieren die geen last hebben van depressieve 

verschijnselen. De commissie is daarom van mening dat de doelstelling van het onderzoek niet 

behaald kan worden zonder deze dieren. De aard van het klinische en het maatschappelijke 

probleem rechtvaardigen het ernstig ongerief voor deze dieren. 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 

X 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. 
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Datum 14 maart 2017 
Betreft Beslissing aanvraag projectvergunning Dierproeven 

Geachte heer/mevrouw , 

Op 17 februari 2017 hebben wij uw aanvraag voor een projectvergunning 
dierproeven ontvangen. Het gaat om uw project "The mechanisms of 
depression and cocaïne addiction comorbidity in the habenula" met 
aanvraagnummer AVD103002017872. Wij hebben uw aanvraag beoordeeld. 

Op 8 maart 2017 heeft u uw aanvraag aangevuld. U heeft de vraag van de 
CCD over de humane eindpunten beantwoord. 

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

U kunt met uw project "The mechanisms of depression and cocaïne addiction 
comorbidity in the habenula" starten. De vergunning wordt afgegeven van 17 
maart 2017 tot en met 16 maart 2022. Deze termijn is anders dan in uw 
aanvraag, omdat de looptijd van de vergunning maximaal 5 jaar is. 

Overige wettelijke bepalingen blijven van kracht. 

Beoordeling achteraf 
Na afloop van het project zal er een beoordeling plaatsvinden, zoals bedoeld 
in artikel 10al, lid ld en lid 3, in de wet. Meer informatie over de eisen bij 
een beoordeling achteraf vindt u in de bijlage. 
In dit project worden dierproeven toegepast die vallen in de categorie ernstig 
volgens artikel lOb van de wet. 

Centrale Commissie 
Dierproeven 
Postbus 20401 
2500 EK Den Haag 
centralecommlssledlerproeven.nl 
0900 28 000 28 (10 ct/mln) 
info@zbo-ccd.nl 

Onze referentie 

Aanvraagnummer 
AVD103002017872 

Bijlagen 
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Procedure 
Bij uw aanvraag heeft u een advies van de Dierexperimentencommissie RU 
DEC gevoegd. Dit advies is opgesteld op 17 februari 2017. Bij de beoordeling 
van uw aanvraag is dit advies betrokken overeenkomstig artikel 10a, lid 3 van 
de wet. Wij hebben de DEC om aanvullende informatie gevraagd. Op 9 maart 
2017 heeft de DEC gereageerd op onze vragen. De DEC heeft de vraag van de 
CCD over de huisvesting van de dieren beantwoord. · 
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. 
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 wel in werking treedt en geldig 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 wel 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 u lt.aspx kunt 
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: 
14 maart 2017 
Aanvraagnummer: 
AVD103002017872 
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Algemeen Secretaris 

Bijlagen: 
- Vergunning 

Hiervan deel uitmakend: 
- DEC-advies 
- Weergave wet- en regelgeving 

Datum: 
14 maart 2017 
Aanvraagnummer: 
AVD103002017872 
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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 Universiteit Nijmegen 

Adres: Postbus 9101,········ 
Postcode en plaats: 6500HB NIJMEGEN 

Deelnemersnummer: 10300 

deze projectvergunning voor het tijdvak 17 maart 2017 tot en met 16 maart 2022, voor het project "The 
mechanisms of depression and cocaïne addiction comorbidity in the habenula" met aanvraagnummer 
AVD103002017872, volgens advies van Dierexperimentencommissie RU DEC. 
De functie van de verantwoordelijk onderzoeker is 1

-

De aanvraag omvat de volgende bescheiden: 

1 een aanvraagformulier projectvergunning dierproeven, ontvangen op 17 februari 2017 
2 de bij het aanvraagformulier behorende bijlagen: 
a Projectvoorstel, zoals ontvangen per digitale indiening op 17 februari 2017; 
b Niet-technische Samenvatting van het project, zoals ontvangen per digitale indiening op 17 februari 2017; 
c Advies van dierexperimentencommissie d.d. 17 februari 2017, ontvangen op 17 februari 2017. 
d De aanvullingen op uw aanvraag, ontvangen op 8 maart 2017 

Naam proef Diersoort/ Stam Aantal Ernst Opmerkingen 
dieren 

3.4.4.1 Behaviour and tracing 

Ratten (Rattus norvegicus) I 1.140 2% 
Termina 
al 
47% 
Ernstig 
51% 
Matig 

Voorwaarden 

Op grond van artike/10a1 lid 2 van de Wet op de dierproeven zijn aan een projectvergunning 
voorwaarden te stellen 
In dit project worden dierproeven toegepast die vallen in de categorie ernstig volgens artikel lOb van de 
wet en wordt daarom voorzien van beoordeling achteraf. Deze beoordeling zal uiterlijk maart 2023 
plaatsvinden. Er zal dan beoordeeld worden of de doelstellingen van het project werden bereikt. Daarnaast 
wordt bekeken of de schade die de dieren hebben ondervonden, het aantal en soorten proefdieren en de 
ernst de dierproeven conform de vergunning waren. 
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AVD103002017872 

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 
anders dan door middel van een dierproef, of door middel van een dierproef waarbij mlnder dieren kunnen 
worden gebruikt of mlnder 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 vergunningsperiade 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 

Aanvraag nummer: 
AVD103002017872 

Weergave wet- en regelgeving 

Dit project en wijzigingen 
Volgens artikel lOc 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 lOg. Uit artikel lOb volgt dat de dierproeven zijn ingedeeld in de 
categorieën terminaal, licht, matig of ernstig. Als er wijzigingen in een dierproef plaatsvinden, moeten 
deze gemeld worden aan de Centrale Commissie Dierproeven. Hebben de wijzigingen negatieve gevolgen 
voor het dierenwelzijn, dan moet volgens artikel 10a5 de wijziging eerst voorgelegd worden en mag deze 
pas doorgevoerd worden na goedkeuren door de Centrale Commissie Dierproeven. 
Artikel lOb 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 gehuisvest. Er 
moeten ook personen zijn die toezicht houden op het welzijn en de verzorging van de dieren in de 
inrichting, personeel dat met de dieren omgaat moet toegang hebben tot informatie over de in de 
inrichting gehuisveste soorten en personeel moet voldoende geschoold en bekwaam zijn. Ook 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 moet 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, moet volgens artikel 10a3 van de wet 
de uitvoering afgestemd worden met de instantie voor dierenwelzijn. 

Pijnbestrijding en verdoving 
In artikel 13 van de wet staat dat een dierproef onder algehele of plaatselijke verdoving wordt uitgevoerd 
tenzij dat niet mogelijk is, dan wel 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 
verdoving voor het dier traumatischer is dan de dierproef zelf en het toedienen van verdoving 
onverenigbaar is met het doel van de dierproef. Bij een dier wordt geen stof toegediend waardoor het dier 
niet 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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kunnen lijden als de verdoving eenmaal is uitgewerkt, moeten preventief en postoperatief behandeld 
worden met pijnstillers of andere geschikte pijnbestrijdingsmethoden, mits die verenigbaar 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 dierproef is afgelopen wanneer voor die dierproef geen verdere 
waarnemingen hoeven te worden verricht of, voor wat betreft nieuwe genetisch gemodificeerde 
dierenlijnen, wanneer bij de nakomelingen niet evenveel of meer, pijn, lijden, angst, of blijvende schade 
wordt waargenomen of verwacht dan bij het inbrengen van een naald. Er wordt dan door een dierenarts of 
een andere ter zake deskundige beslist of het dier in leven zal worden gehouden. Een dier wordt gedood 
als aannemelijk is dat het een matige of ernstige vorm van pijn, lijden, angst of blijven schade zal blijven 
ondervinden. Als een dier in leven wordt gehouden, krijgt het de verzorging en huisvesting die past bij zijn 
gezondheidstoestand. 
Volgens artikel 13b moet de dood als eindpunt van een dierproef zoveel mogelijk worden vermeden en 
vervangen door in een vroege fase vaststelbare, humane eindpunten. Als de dood als eindpunt 
onvermijdelijk is, moeten er zo weinig mogelijk dieren sterven en het lijden 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 richtlijn artikel 6. 
In artikel 13c Is vastgesteld dat proefdieren geadopteerd kunnen worden, teruggeplaatst in hun habitat of 
In een geschikt dierhouderijsysteem, als de gezondheidstoestand 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 wetenschappelijke motivering ten minste even humaan acht als de in de richtlijn opgenomen 
passende methoden. 

Beoordeling achteraf 
Volgens artikel lOal, lid 1d en lid 3 van de wet worden projecten waarbij niet-menselijke primaten worden 
gebruikt, projecten die als ernstig ingedeelde dierproeven omvatten of een dierproef die leidt tot ernstige 
mate van pijn, lijden, angst of blijvende schade die waarschijnlijk langdurig zal zijn en niet kan worden 
verzacht, achteraf beoordeeld worden. 
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