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SAMMANFATTNING

Metabolismburar anvands for att samla urin, faeces och ibland dven gaser i
utandningsluften fran rattor. Eftersom rattan far sitta ensam i metabolismburen, och for att
metabolismburen &r liten, har gallergolv och saknar berikning har man utgatt ifran att
denna typ av bur bor vara mycket stressande for rattan. Det har dock gjorts ytterst fa
studier pa hur olika kommersiellt tillgangliga metabolismburar paverkar rattans valfard i
dessa burar. Syftet med denna studie var att utvardera fem olika typer av metabolismburar
for rattor med avseende pa beteende, fysiologi och utséndring av en substans (recovery).

Studien genomfordes pa AstraZeneca R & D Malndal (f.d. Astra Hassle AB). De
undersokta metabolismburarna var: A) Tecniplast liten (314 cmz2, 12 cm hég, rund, plast),
B) Tecniplast stor (500 cm?, 18 cm hdg, rund, plast), C) Jencons Metabowl (471 cmz, 14
cm hdg, rund, glas), E) UNO ACME (542 cm?, 16.5 cm hdg, fyrkantig, rostfritt stal), F)
Prototyp av en ny bur (529 cmz?, 19.5 cm hdg, fyrkantig, plast, hal i vaggen for social
kontakt). Kontrollburen (D) utgjordes av en Makrolon I11-bur (800 cm?, 18 cm hdg,
fyrkantig forsedd med span) i vilken rattorna holls parvis innan testet, och individuellt
under testet. Testning av burarna delades upp i tva forsoksomgangar, experiment 1 och 2,
pa grund av begransningar i hur manga méatningar som kunde géras inom samma
tidsperiod. | experiment 1 testades burarna A, B, C och D separat for vartdera konet,
medan i experiment 2 testades burarna E, F och D med bada konen samtidigt. Totalt 52
rattor (Sprague-Dawley) dar hélften utgjordes av honor (11 v.) och halften av hanar (8 v.)
vid placering i burarna testades (vikt ca 230 g. vid ankomst en vecka tidigare). Rattorna
holls individuellt i alla burtyperna under 11 dagar, och hade fri tillgang pa foder och
vatten. De gavs en radioaktivt markt substans dag 0 eller 5 i studien. Rattorna togs ut ur
burarna varje dag och vid samma tid for att méta kroppstemperaturen (DAS-5001
Console™ System), och for att vaga rattor, foder och vatten. Urin, faeces och skoljvatten
végdes och frystes for senare bestdmning av totalradioaktivitet. Kortikosteron analyserades
med “Coat-A-Count Rat Corticosterone” (DPC) i urinen. Beteendet filmades med hjélp av
time-laps videoutrustning med infrarétt ljus, och videobanden analyserades sedan med
momentan intervallregistrering var 6:e minut. Statistisk analys gjordes med en tre-vags
variansanalys for effekt av burtyp, kén och dag, samt med t-test for skillnader mellan de
olika metabolismburarna och kontrollburen.

Resultaten visar pa signifikanta effekter av burtyp pa foderatgang (p<0.01, C lagre &n D),
vattenatgang (p<0.0001, C och E lagre &n D), viktokning (p<0.05, C lagre an D),
kroppstemperatur (p<0.01, C lagre an D fran dag 2, B lagre dn D fran dag 8) och
kortikosteron (p<0.05, A, B och C lagre an F, B lagre an E). Det var inga signifikanta
effekter av burtyp pa recovery av en substans, och det fanns inte heller nagra signifikanta
effekter av att ge rattorna substansen dag 0 eller dag 5. Det fanns signifikanta effekter av
kon pa recovery, kroppstemperatur, viktokning, foderatgang och vattenatgang (p<0.0001),
samt pa kortikosteron (p<0.01) dar hanarna éverlag hade hogre véarden an honorna. Det var
signifikanta effekter av dag i metabolismburen pa kortikosteron (p<0.0001, med en kraftig
minskning under de forsta 4 dagarna), tillvéaxt (p<0.0001, okade med tiden), foderatgang
(p<0.0001, lagre dag 1-2), vattenatgang (p<0.0001, lagre dag 1-6 speciellt fér honor), och
kroppstemperatur (p<0.0001). For beteendena forekom det signifikanta effekter av burtyp
och dag pa ligger (bur; p<0.0001, dag; p<0.01, mindre &n for D utom C), nosa pa buren
(p<0.0001, mindre &n D utom dag 1) och putsning (p<0.0001, mer an D utom C). Det var
inga signifikanta effekter av kon pa dessa beteenden. Det var bara fa observationer av



onormalt beteende, dvs. jaga svansen (7 ganger) och pendla med huvudet (5 ganger).
Rattorna registrerades oftast i narheten av burvaggarna, och i B lag de ofta i gangen till
fodertraget.

Slutsatserna fran denna studie ar att det inte verkar spela nagon roll i vilken typ av
metabolismbur eller vid vilken tid efter placeringen i metabolismburen som en substans
ges. Det tar ca fyra dygn innan rattorna har acklimatiserats till metabolismburen. Valfarden
for rattorna i Jencons Metabowl (C) blir nedsatt pa grund av svarigheter att na fodret pa
grund av burens konstruktion. Hur lange rattorna sitter i metabolismburen, inom de testade
11 dygnen, verkar inte ha sa stor betydelse for rattans valfard.

Utifran denna studie rekommenderas foljande:

e Enacklimatiseringsperiod pa fyra dygn bor efterstravas, men ett dygn kan vara
tillrackligt med en optimal bur.

e Tecniplast stora bur (B) bor anvandas istallet for den lilla buren (A), men helst med
den lilla foderautomaten.

e Jensons Metabowl (C) maste utveckla béttre fodertilldelning och bor goras lattare
att satta ihop.

e Den nya metabolismburen (F) bor utvecklas och testas igen mot den stora
Tecniplastburen (B).

e Honor och hanar bor testas separat, och man bor tdnka igenom vilket kén som ar
béast for studien.

e Vilken typ av metabolismbur forskaren bor vilja beror pa studien. Men, forskaren
behover vaga for- och nackdelar med varje metabolismbur for att bade uppna goda
forskningsresultat och for att uppréatthalla en god valfard for rattorna i forsoket.



SUMMARY

Metabolism cages are used to collect urine, faeces and sometimes also gases in the
exhalation air from rats. Because the rat has to sit alone in the metabolism cage, and
because the metabolism cage is small, has grid floor and lack environmental enrichment
the general conception is that this type of cage is very stressful for the rat. However, there
are only few studies on how commercially available metabolism cages affect the welfare of
rats in these cages. The aim of this study was to evaluate five types of metabolism cages
for rats with respect to behaviour, physiology and recovery of a substance.

The study was carried out at AstraZeneca R & D MolIndal (former Astra Hassle AB). The
metabolism cages were: A) Tecniplast small (314 cm?, 12 cm high, round, plastic), B)
Tecniplast large (500 cmz2, 18 cm high, round, plastic), C) Jencons Metabowl (471 cmz?, 14
cm high, round, glass), E) UNO ACME (542 cm?, 16.5 cm high, square, stainless steel), F)
Prototype of new cage (529 cmz2, 19.5 cm high, square, plastic, holes in the wall for social
contact). The control was a Makrolon Il1-cage (D, 800 cmz?, 18 cm high, square with wood
shavings) which rats were kept in pair-wise before the test, and individually during the test.
Experiment 1 tested cages A, B, C and D with the sexes separately, whereas experiment 2
tested cages E, F and D with both sexes. A total of 52 rats (Sprague-Dawley) of which half
were females (11 w.) and half males (8 w.) at placement in the cages were tested (weight
apr. 230 g. at arrival one week earlier). The rats were kept individually in all cages during
11 days, and had ad libitum access to food and water. They were given a radioactive
labelled substance on day 0 or 5 of the study. Rats were taken out of the cage every day at
the same time to measure body temperature (DAS-5001 Console™ System), and to weigh
rats, food and water. Urine and faeces was removed, and cages were washed on place.
Corticosterone was measured by Coat-A-Count Rat Corticosterone (DPC) in urine.
Behaviour was recorded by video time laps equipment with infra red light, and analysed
with instantaneous recordings at 6 min. intervals. The data was tested with a three-way
Analysis of Variance for effect of cage, sex and day, and with t-test for differences
between separate metabolic cages and the control cage.

The results show significant effects of cage type on food intake (p<0.01, C lower than),
water intake (p<0.0001, C and E lower than D), weight gain (p<0.05, C lower than D),
body temperature (p<0.01, C lower than D from day 2, B lower than D from day 8) and
corticosterone (p<0.05, A, B and C lower than F, B lower than E). There were no
significant effects of cage type on recovery of a substance, neither were there any
significant effects of giving the substance on day 0 or day 5. There were significant effects
of sex on recovery, body temperature, weight gain, food intake and water intake
(p<0.0001), and on corticosterone (p<0.01) with males having over all higher values than
females. There were significant effects of day in the metabolism cage on corticosterone
(p<0.0001, with a sharp decline during the first 4 days), weight gain (p<0.0001, increasing
with time), food intake (p<0.0001, lower day 1-2), water intake (p<0.0001, lower day 1-6
especially females), and body temperature (p<0.0001). The behavioural results showed
significant effects of cage type and day on lying (cage; p<0.0001, day; p<0.01, less than D
except C), sniffing the cage (p<0.0001, less than D except on day 1) and grooming
(p<0.0001, more than D except C). There were no significant effects of sex on these
behaviours. There were only few observations of abnormal behaviours, i.e. tail chasing (7
times) and wagging the head (5 times). The rats were most often recorded to stay in close
vicinity of the cage walls, and in B they were often lying in the feed trough alley.



The conclusions from this study are that it does not seem to matter in which metabolism
cage or at which time after being placed in the metabolism cage a substance is given. It
takes about four days before the rats have been acclimatized to the metabolism cage. The
welfare of the rats in the Jencons Metabowl is reduced due to difficulties to reach the feed
due to the construction of the metabolism cage. How long time the rats are sitting in the
metabolism cage, within the tested 11 days, does not seem to have such a large effect on
the welfare of the rat.

Based on this study the following recommendations are made:

An acclimatization period of four days should be aimed at, but one day may be
enough with an optimal cage.

Tecniplast large cage (B) ought to be used instead of the smaller cage (A), but
preferably with the small feeding automate.

Jencons Metabow! (C) should develop a better feeding delivery and should be
made easier to put together.

The new metabolism cage (F) should be developed and tested again against the
large Tecniplast cage (B).

Females and males should be tested separately and the researcher should consider
which gender is best for the study.

Which type of metabolism cage the researcher should select depends on the study.
However, the researcher needs to weigh the pros and cons with each metabolism
cage in order to both reach good research results and to keep a good welfare for the
rats in the study.



1. BAKGRUND

Metabolismburar anvands framst for att samla urin och faeces fran rattor, eller andra djur,
men kan dven anvandas for att samla gaser ur utandningsluften. Pa senare ar har de borjat
kritiseras starkt och forskare har fatt anmarkningar i etiska ansokningar om att
metabolismburar inte &r forenliga med god djuromsorg. Av den anledningen beslots att i en
studie utreda vad man kan gora for att utveckla metabolismburen for att forbattra rattans
valfard. Avsikten &r att testa de metabolismburar som ar vanligast pa marknaden, samt en
nyligen framtagen bur som inte har testats tidigare. En litteraturgenomgang och nagra
mindre pilotstudier gjordes innan den mer omfattande studien genomférdes. | denna
rapport redovisas endast litteraturgenomgangen och huvudstudien.



2. LITTERATURGENOMGANG

2.1. Vad &ar metabolism?

For att klara ut begreppen runt metabolism har den veterinara uppslagsboken av Blood &
Studdert (1990) anlitats.

Metabolism (=&mnesomsattning) ar summan av de fysiska och kemiska processerna av
vilka levande organiserad substans &r uppbyggd och uppratthallen (anabolism), och genom
vilken stora molekyler bryts ned till mindre molekyler for att gora energi tillganglig at
organismen (catabolism). Huvudsakligen handlar dessa processer om avyttrandet av de
naringsamnen som absorberas in i blodet som en foljd av matsméltningen.

Basal metabolism &r den minimala energin som gar at for att uppratthalla andning,
cirkulation, tarmrorelser, muskeltonus, kroppstemperatur, kortelaktivitet, och de andra
autonoma funktionerna i kroppen.

Metabolisk hastighet a&r med vilken fart kroppen omsatter energi. Basal metabolisk
hastighet (BMR) ar med vilken fart kroppens energiforbrukning sker nar den halls helt i
vila.

Metabolit &r vilken substans som helst som produceras under metabolism. Metaboliskt
vatten ar vattnet som produceras i kroppen genom oxiderande &mnesomsattning av foda;
det representerar 5-10% av kroppens vattenutnyttjande.

Medfott fel i metabolism &r ett genetiskt bestamt biokemiskt fel dér en specifik
enzymbrist producerar ett metaboliskt hinder som kan ha patologiska konsekvenser vid
fodelsen. Metabolisk defekt ar generellt en medfdodd brist som finns vid fodelsen, men som
inte nédvandigtvis ar tydlig kliniskt under flera manader efterat. Bristen skapar ett
metaboliskt fel som leder till ansamling av slutprodukter som orsakar kliniska symptom.

2.2. Hur mater man metabolism?

Né&r man vill mata &mnesomsattningen av ett naringsamne eller en sérskild substans, som
man kan ha administrerat pa olika satt, maste fragestéllningen vara klar innan man véljer
metoden. | farmakokinetikstudier mats hur och med vilken hastighet en substans bryts ned
och utséndras fran kroppen. Den viktigaste utsondringsvéagen for de flesta farmaka ar
njurarna, dar substansen filtreras genom glomeruli och delvis aterabsorberas av tubuli
(Goth, 1981). Vid matning av de substanser dar man vet att utsondringen sker via njurarna
récker det att endast samla urin for vidare analyser. I de fall man inte vet hur stor del som
utséndras via urin, faeces och utandningsluften behdéver man déremot anvanda sig av en
metod som Klarar av alla dessa funktioner samtidigt.

For att kunna folja en substans utsondringsvégar kan det vara noédvandigt att gora en
radioaktiv markning av substansen. En vanlig metod &r att man mater total recovery, vilket
ar hur stor andel av en radioaktivt markt substans som lamnat ett djurs kropp efter ett visst
antal dagar. Man bor fa ut 90-100% recovery, eftersom man inte vet om resterande mangd
stannat i djuret eller tagit sig ut pa annat satt. Har kravs en mycket bra utrustning som bade
kan samla in urin och faeces, samt ibland &ven utandningsluften.

| foljande text kommer jag att beskriva olika typer av metabolismburar, som enligt Dreyer
(1969a) forsta gangen beskrevs i en studie av Mitchell 1924. Darefter kommer olika
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problem vid insamlingar av utsondringsprodukterna att tas upp eftersom man maste beakta
att de kan forandras sa fort de lamnar kroppen.

2.3. Hur bygger man sin egen metabolismbur?

Metabolismburar och dess funktion beskrivs i flertalet handbdcker Gver rattan som
forsoksdjur (Short & Woodnott, 1969; Petty, 1982; Waynforth & Flecknell, 1992). Det
beskrivs aven i flera artiklar hur man kan bygga sin egen metabolismbur, vilket bade skulle
bli billigare och ge béttre resultat (Haley m.fl., 1965; Lambooy, 1967; Dreyer, 1969a;
Blass, 1972; Halladay, 1973; Eggum, 1973; Saunders & Mackerer, 1977). De viktigaste
aspekterna vid tillverkning av en metabolismbur &r att djuret gar pa ett gallergolv som
tillater urin och faeces att falla igenom natet till uppsamlingskarl. Buren placeras ovanpa
en trattanordning sa att urin som faller pa trattens sidor leds ut via en sidoarm medan
faeces pellets trillar i en samlingsburk. (Waynforth & Flecknell, 1992). De
metabolismburar man kan bygga sjalv ar relativt sma och runda, men typen av material till
sjalva buren kan variera mellan nat, metall, plast och glas (Haley m.fl., 1965; Lambooy,
1967; Dreyer, 1969a; Blass, 1972; Halladay, 1973; Eggum, 1973; Saunders & Mackerer,
1977). Dreyer (1969a) beskriver &ven konstruktionen av en relativt avancerad
diskutrustning till metabolismburar som anvénds i kvavebalans studier.

2.4. Vilka metabolismburar finns att kopa?

Efterforskningar har lett fram till att fyra foretag som tillverkar metabolismburar har
identifierats; Tecniplast fran Italien, UNO fran Nederlanderna, Jencons och Harvard
Apparatus fran England. Troligtvis finns andra tillverkare i t ex USA och Asien, men de
hér beskrivna tycks vara vanligast i Europa. Tecniplast metabolismbur gar att kopa via
Scanbur A/S (Danmark). Jencons metabolismbur kan &ven anvéndas till att samla upp
utandningsluften och den séljs direkt av foretaget (Jencons (Scientific) Limited,
Storbritannien Metabow! Metabolism Cage). UNO Metabolic Cages kan kdpas direkt fran
tillverkaren (UNO Roestvaststaal BV, Nederlanderna). | tabell 1 beskrivs
tillverkningsmaterial, form och storlek pa de kommersiellt tillgangliga metabolismburarna.
Samma burtyp saljs ibland i olika storlek beroende pa om man vill testa mus, ratta (stor
eller liten) eller marsvin.

Tabell 1. Olika typer av kommersiellt tillgéngliga metabolismburar

Marke Material Utseende | Golvyta | Hojd | Ovrigt
(cm2) (cm)
Tecniplast Makrolon Rund 314 12 Mus, ratta
Tecniplast Makrolon Rund 500 18 Marsvin
Jencons Glas Rund 363 16 Mus, Minor Metabowl
Jencons Glas Rund 491 25 Ratta, Metabowl Mk
UNO ACME Rostfritt stal Fyrkantig | 146 7.6 Mus
UNO ACME Rostfritt stal Fyrkantig | 233 10.8 Ratta
UNO ACME Rostfritt stal Fyrkantig | 542 16.5 Marsvin
Harvard Appar. | Plast Rund 343 20.3 Mus, liten ratta, gerbil
Harvard Appar. Plast Rund 555 22.8 Stor ratta, marsvin
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2.5. Vilken specialutrustning krévs vid metabolismstudier?

Beroende pa studiens fragestallning eller vilken substans man vill undersoka i en
metabolismbur kan extra utrustning behdvas till buren. I vissa studier kan det vara viktigt
att blockera enzymatiska reaktioner i urinen genom att snabbt kyla ned eller frysa den efter
det att den har lamnat djuret. Substanser som &r instabila i rumstemperatur ar steroider,
katekolaminer, vitaminer och indolaminer (Petty, 1982). En enkel metod &r att placera
kolven for urinuppsamling i en bagare med torr is for att fa en snabb nedkylning (Falkmer
& Waller, 1994). Denckla (1969) har utvecklat en enkel metod dar urinen faller pa en
teflonpanna med heptan under vilken torr is placerats som gor att urinen omedelbart fryser.
Foretaget UNO har utvecklat en metabolismbur med en nedkylningskapacitet fran +5 till -
4° C och man kan placera 12 metabolismburar i en sarskild reol. Tecniplast har ocksa en
sarskild reol som kan halla upp till 12 metabolismburar med separat nedkylningskapacitet
ned till -15° C . Man stéller sjalv in med vilket tidsintervall provréren skall frysas ned.
Leathwood & Plummer (1969) beskriver hur de samlade urin vid 0° C i tva olika typer av
metabolismburar.

For att hindra kvavet i urinen fran att omvandlas till ammoniak kan man ha svavelsyra
(200 ml) i uppsamlingskolven (Petty, 1982; Jan-Erik Lindberg, personlig kommunikation).
Ett lager flytande paraffin forhindrar absorption av atmosfarisk ammoniak fran syran och
forlust av syra genom avdunstning (Petty, 1982). Faulkner & Lambooy (1961) samlade
urin i barnstensfargade flaskor som skyddades fran bakteriekontaminering av toluen.
Faeces avlagsnades dessutom ofta och hélls torrt i kyla tills analysen.

| vissa studier kan man vilja ha en noggrann méatning av frekvens, duration och néar under
dygnet foder- och vattenintaget sker, och for detta andamal har Stoynev & Ikonomov
(1979) utvecklat en sarskild registreringsapparatur som kopplas till foderautomaten och
vattennippeln. Det finns dven foderautomater som kan programmeras sa att rattan bara far
tillgang till fodret vid vissa tider. Flertalet av de kommersiella foderautomaterna finns i
olika utformning beroende pa om man vill ge rattan pellets, mjolfoder eller uppblott foder.
Man bor dock tdnka igenom foljderna av att ge ett visst foder. Man har funnit att Wistar
Kyoto rattor hallna pa gallergolv och givna ett delvis renat kaseinprotein baserat foder,
troligen malt, utvecklade harbollar, vilket visade sig i dalig aptit och 6mma magar
(Krugner-Higby m.fl., 1996).

Det finns studier dar man behdver injicera substanser intrakranialt samtidigt som rattan
vistas i metabolismburen (Blass, 1972). For detta kravs extra arrangemang med en hogre
bur och en svirvel sa att rattan inte trasslar in sig eller forsoker ta loss katetern (Blass,
1972).

Metabolismburar dar man kan méta bade urin, faeces och CO, kan behdvas vid
farmakokinetikstudier dar man behdver méta en substans utsondringshastighet. Saunders &
Mackerer (1977) beskriver hur en sadan metabolismbur kan byggas och redovisar en studie
av utsondringshastigheten i den buren. Man métte radioaktiva substanser som utséndrades
efter en enda dos 26-[*C] kolesterol. Mindre &n 1 % av den administrerade
radioaktiviteten aterfanns i urinen, medan 61 % aterfanns i faeces och 19 % i utandad CO;
(Saunders & Mackerer, 1977). Rattorna holls 3 dagar i metabolismburen for att komma i
balans innan de injicerades. Buren Saunders & Mackerer (1977) beskriver paminner
mycket om Jencons metabolismbur som tycks vara den enda pa marknaden som &r gjord av
glas och kan anvéndas just for CO,-maétning.
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2.6. Vilka problem finns det med metabolismburar?

Vid anvandning av ovan beskrivna metabolismburar sker ofta en kontaminering av urinen
fran faeces (Leathwood & Plummer, 1969; Dreyer, 1969b). Detta kan kontrolleras genom
att méata glutamat dehydrogenas aktiviteten i urinen. Leathwood & Plummer (1969) har
utvecklat en typ av metabolismbur dar rattan har ett mycket begransat rorelseutrymme for
en komplett separation av urin och faeces. Vid jamforelse med tva andra mer traditionella
typer av metabolismburar fann man att den egna med begransat rorelseutrymme fungerade
mycket bra (Leathwood & Plummer, 1969). Hanrattor holls i denna metabolismbur 2
timmar/dag under 4 dagar, samt 14-18 timmar Gver en natt med tillgang till vatten men
inget foder. | de traditionella metabolismburarna hélls de 14-18 timmar éver natt utan
foder. Den s.k. Bollmanburen bygger pa samma princip, men anvénds framforallt vid
korttidsstudier for att samla in andra produkter som t ex magsaft (Kraus, 1980). Generellt
innebdr dock dessa burar en &nnu mer restriktiv miljo an traditionella metabolismburar.
Eftersom de forvantas paverka rattan mer laggs mindre vikt vid att beskriva dem i denna
rapport.

2.7 Hur lang acklimatiseringsperiod behdvs i metabolismburar?

I beskrivningen dver UNO BV metabolismburen anges att forskare som anvént buren har
foreslagit att det kan ta upp till 96 timmar for djuren att acklimatisera sig till
vattenflaskorna och foderautomaterna (Brochyr, UNO BV).

| en studie holls 10 veckor gamla rattor (5 hanar, 8 honor) individuellt i metabolismburar
av rostfritt stal under 20 dagar, och de klappades varje morgon innan deras urin samlades
in (Gomez-Sanches & Gomez-Sanches, 1991). Under de forsta 4 dagarna efter placering i
metabolismburen var kortikosteron och aldosteron i ratturin hogre an under den resterande
perioden (Gomez-Sanches & Gomez-Sanches, 1991). 19-Nordeoxycortikosteron, som ar
en mineralkortikoid som anses spela in vid utvecklingen av for hogt blodtryck (Hall m.fl.,
1979), var snarare lagre dag ett men visade stor individuell variation och var mycket hégre
hos honorna &n hos hanarna (Gomez-Sanches & Gomez-Sanches, 1991). | studien vagdes
varken foder eller rattor och man spekulerade att rattorna inte at normalt i borjan p.g.a. av
stressen att leva ensamma. Efterhand som foderintaget normaliserades sa gjorde saltintaget
det ocksa, vilket troligen ledde till att aldosteronnivan minskade. Studiens slutsats &r att
ndr urinutsdndring av steroider ar tankt att anvandas som en indikator pa basal steroid-
produktion ar det nddvandigt att ha en acklimatiseringsperiod pa minst 4 dagar for att
uppna stabil utsdndring, dven nar djuren ar vana vid hantering. | en annan studie holls 6
stycken 8 veckor gamla hanrattor tre dagar i en hembur, darefter tre dagar i en
metabolismbur och sedan tre dagar i hemburen igen (Eriksson m.fl., 2004). Vikt6kningen
minskade nagot och en hogre mangd faeces producerades, men kortikosteronnivan i faeces
forandrades inte under de tre dagarna i metabolismburen (Eriksson m.fl., 2004). Under de
tre dagarna efter perioden i metabolismburen minskade immunoglobulin A (IgA) i faeces,
och forfattarna tolkade resultaten som att hallning i metabolismbur &r milt stressande for
unga hanrattor (Eriksson m.fl., 2004).

Damon m.fl. (1986) jamforde 10 rattor i metabolismburar med 10 rattor i vanliga
polycarbonatburar (kontroll). Rattorna i metabolismburar minskade initialt i vikt och
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okningen i vikt darefter var signifikant lagre an for kontrollrattorna (Damon m.fl., 1986).
Foderintaget sjonk initialt for de rattor som holls i metabolismburar, men dag 3 var det
inga signifikanta skillnader mellan grupperna. Rattor i metabolismburar drack signifikant
mindre an kontrollrattorna, men nar man normaliserade vattenintaget till kroppsvikten var
det inga signifikanta skillnader mellan grupperna efter dag 5 (Damon m.fl., 1986). De drar
slutsatsen att for toxicitetsstudier behovs en acklimatiseringsperiod pd minst 3-5 dagar for
att foder- och vattenintaget ska hinna aterga till det normala. I en annan studie holls rattor i
metabolismburen 3 dagar for att komma i balans innan de injicerades med en dos 26-[**C]
kolesterol (Saunders & Mackerer, 1977).

Ett annat matt pa att rattorna kan vara stressade ar matning av kroppstemperaturen. Studier
pa ratta har visat att de kan fa en 6kning av rektaltemperaturen pa ca 1,2°C 20-40 minuter
efter att de har blivit utsatta for stress (Briese & de Quijada, 1970). En viktig komponent
bakom 6kningen av kroppstemperatur efter det att djuren har blivit utsatta for stress ar
férmedlat av prostaglandin som frisatts i centrala nervsystemet, och det kan darfor
betraktas som en feber (Kluger, m.fl., 1987). Kroppstemperaturen kan dven dka som en
inlard forvantan pa hantering (Eikelboom, 1986).

2.8. Vilka beteendeforandringar uppvisar rattor?

Det har inte gatt att finna nagon studie dar man jamfort rattors beteende mellan
metabolismburar och andra inhysningssystem. Daremot finns det manga studier som
jamfort isolering eller individuell hallning med grupphallning. Effekten pa beteendet av
olika typer av berikningar i rattans bur har ocksa undersokts.

Hurst m.fl. (1997) fann att individuellt hallna rattor uppvisade minskad aktivitet
(forflyttade sig mindre) och 6kning av sjalvriktade beteenden (jaga svansen, svans
manipulering, putsning) och beteenden kopplade till flykt (undersdka och bita pa burgaller)
eller sokande av social information (undersdka avgransning till grannar).
Svansmanipuleringen har foreslagits vara en ersattning for social interaktion (Baenninger,
1967). Hurst m.fl. (1997) fann att individuellt hallna ratthanar som hade kunnat
uppratthalla kontakt med grannrattor via olika avgransningar uppvisade mindre aggression
nar de senare blandades. De Jong m.fl. (2005) har foreslagit att social isolering av rattor
orsakar langvariga forandringar i deras fysiologi och beteende. Forskning har &ven visat att
rattor foredrar att vara i grupp aven i situationer som orsakar social stress, som t ex vid hog
belaggning (Hurst m.fl., 1999). Grupphallning av rattor har visat sig minska effekten av
stress efter att de har forlorat i ett socialt konfrontationstest (Ruis m.fl., 1999). Minskad
stress har ocksa pavisats i grupphallning vid rutinskotsel och hanteringsprocedurer (Sharp
m.fl., 2002).

Rock m.fl. (1997) visade att rattor var mer aktiva i rostfria stalburar med gallergolv an i
polykarbonatburar med stré under natten, men inte dagtid . Det var inga skillnader i
foderintag hos individuellt hallna rattor, men hos grupphallna rattor var foderintaget
signifikant storre i de rostfria stalburarna an i polykarbonatburarna (Rock m.fl., 1997).
Vidare visade forskarna att de tva burtyperna inte paverkade kroppstemperaturen,
hjartfrekvensen eller det genomsnittliga diastoliska eller systoliska blodtrycket. Carder &
Berkowitz (1970) visade att rattor som forst tranats att ata foder fran en skal och sedan
tranats att trycka pa en spak for att fa foder fortsatte att trycka pa spaken éven nar en skal
med foder senare stalldes in. Rattorna gjorde detta sa lange endast en eller tva tryckningar
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kravdes for att fa fodret, men nar 10 tryckningar kravdes at rattorna hellre foder ur skalen
(Carder & Berkowitz, 1970).

| flera studier har man latit rattor vélja i vilken typ av bur de vill vistas, s.k. preferens
tester. | en studie fann man att rattor som fick valja mellan 8 olika typer av burar som
modifierats utifran en Makrolon 11 bur valde en avlang, rektangular design, 18 cm hog och
med svartmalad bakre vagg (Von Weiss & Taylor, 1985). | en serie av preferensstudier
fick rattor vélja mellan att ga ut i 4 olika armar som ledde till olika typer av inhysningar
(Blom, 1993). Rattorna valde féljande: 1) Burstorlek motsvarande en Makrolon IV framfor
mindre burar, 2) Burform som var avlang framfor kvadratisk, 3) Burhojd pa 14 cm
(standard) eller lagre framfor hogre, hanar foredrog en burhéjd dar de kunde sta pa
bakbenen, 4) Ljusstyrka pa mer an 100 lux undveks av bade albino och pigmenterade
rattor, 5) Baddmaterial foredrogs framfor gallergolv, och material som kunde manipuleras
foredrogs framfor det som bestod av sma partiklar (Blom, 1993). Aven Manser m.fl.
(1995) har funnit att rattor valjer burar med span framfor burar med gallergolv for att vila i,
men att de under den aktiva tiden vistas lika mycket i bada burtyperna.

Man har aven preferenstestat vilka former av berikningar rattorna foredrar i burarna.
Individuellt hallna rattor foredrog att vistas i burar som hade en bolada framfor burar som
saknade en bolada (Townsend, 1997; Manser m.fl., 1998). En enkel modell av bolada med
rokfargad plast bestaende av tre vaggar och ett tak foredrogs framfor andra bolador
(Manser m.fl., 1998). Rattor som hade bolada i buren uppvisade mer undersokande
beteende och mindre radsla, och vid vila vistades de till storsta delen i boladan (Townsend,
1997). Rattor larde sig att lyfta dorrar av olika tyngd (max 1600 g for 710 g hanratta) for
att fa tillgang till burar med bolador med eller utan bomaterial (Manser m.fl., 1998). | en
studie registrerades den tid hanrattor vistades i burar dar man testade preferensen for 15
olika foremal, samt effekten av ljus. Rattorna vistades 78 % av tiden i en morkare bur och
visade signifikant preferens for trablock med hal, golfbollar och sma trabollar (Chmiel Jr.
& Noonan, 1995). Hirsjarvi (1994) fann att rattor visade intresse for pappersdukar, men
undvek interaktioner med gnagpinnar. Det finns en mangd andra studier att referera till,
men de har atergivna ger atminstone en bild av nagra av de preferenser rattor har visat.

Det som ar utmarkande nar man haller rattor i metabolismburar ar framforallt
ensamhallning, gallergolv, liten golvyta, avsaknad av berikningar och en ljus omgivning
utan mojlighet att dra sig undan. De rapporterade studierna ovan har visat att dessa faktorer
kan upplevas som stressande och darmed paverkas rattans valfard negativt.

2.9. Vilka alternativa typer av metabolismburar har utvecklats?

Alternativa typer av metabolismburar beskrivs endast i ett fatal artiklar (Thompson &
Campbell, 1966; Von Weigelt, 1970). Dessa har gjorts rektanguldra, vilket ansags leda till
att rattan inte behover extra tid for att anpassa sig till metabolismburen (Thompson &
Campbell, 1966). | den forsta studien hade foder och vatten placerats intill varandra i en
sarskild del utanfor buren sa att konsumtionen skulle bli enkel att mata (Thompson &
Campbell, 1966). Kontaminering fran foder, vatten eller faeces skulle darmed kunna
undvikas, och minimal avdunstning fran urinen ske (Thompson & Campbell, 1966). En
matning av buren enligt artikelns figur och skalangivelser visar dock att buren var ca 220
cm? i buryta och 12 cm hdg, vilket a&r mindre &n manga metabolismburar som anvands.
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Von Weigelt (1970) utgick vid konstruktionen av en alternativ metabolismbur fran en
Makrolonbur 11, vilken ocksa &r en relativt liten bur for en ratta.

2.10. Vilka alternativ finns vid urinuppsamling?

Ett satt att atgarda kritiken mot metabolismburar skulle kunna vara att utveckla andra
metoder &n den traditionella metabolismburen.

For insamling av urin finns det olika metoder, men utgangspunkten bor vara att det orsakar
rattan sa litet obehag som majligt. Jackson & Sutherland (1984) har utvecklat en anordning
for urinuppsamling som kan ateranvandas. Den kan anvandas bade pa honor och pa hanar.
Anordningen klistras fast pa rattans rakade buk under normal fasthallning. Jackson &
Sutherland (1984) jamforde rattor som fatt denna anordning pasatt med rattor som holls i
konventionella burar och fann inga skillnader i foder- och vattenintag eller i
insulinutséndring. Rattan kan hallas i sin vanliga bur med denna urinuppsamlings-
anordning

En annan metod for insamling av urin beskrivs av Horst m.fl. (1988) som opererade in en
kateter i urinréret pa hanrattor. Djuret behover da inte sitta i metabolismbur och kan réra
sig fritt i hemburen. Nackdelen var att endast 50 % av djuren hade fungerande kateter efter
en vecka, p.g.a. kristallisering av urin, blédningar, katetern hade lossnat fran urinréret och
det vanligaste problemet att djuret sjalv tog bort katetern. En annan nackdel &r att djuret
maste sovas for implantering av katetern, men om en annan operation &nda goéras samtidigt
kan det vara mer motiverat.

Om man vill ha sma mangder urin fran en ratta kan man bara lyfta upp den och halla den
over ett uppsamlingskarl (Waynforth & Flecknell, 1992). Det brukar vara rattans reaktion
nar den blir stressad att urinera. Khosho m.fl. (1985) beskriver en modell dar man tejpade
fast en 5 ml polystyrenmugg 6ver urinrdret och sedan masserade svansroten med ena
handens fingrar. Man fick da 0.1-0.8 ml urin fran 80 % av rattorna inom nagra sekunder,
och ovriga rattor urinerade nar man upprepade proceduren efter 5-10 minuter.

I en nyligen publicerad dversiktsartikel beskrivs olika metoder for att samla urin fran bade
rattor och andra forsoksdjur (Kurien, m.fl., 2004). De menar att de grundlaggande
aspekterna for urinuppsamling bor vara: 1) latt att samla, 2) kvaliteten pa det uppsamlade,
3) undvikandet av kontaminering, 4) svarighetsgraden av de anvanda metoderna, 5) nivan
av smérta som djuret utsatts for, och 6) forfining av metoder for att minska stress, smarta
eller oro (Kurien, m.fl., 2004).
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2.11. Vilka alternativ finns vid faecesinsamling?

For insamling av faeces finns det utvecklat s.k. analkoppar. Hur man tillverkar dessa av
flexibla polyetylenflaskor beskrivs pa flera stéllen (Frape m.fl., 1970; Smyth, 1979;
Waynforth & Flecknell,1992). Analkoppen fasts med tejp vid rattans svans. Hanar anvands
framst till analkoppar eftersom de har ett dubbelt sa langt anogenitalt avstand jamfort med
honorna. Analkoppen toms foretrddesvis varje morgon, eftersom faeces produktionen ar
storst pa natten. En stor fordel med analkoppen &r att koprofagi hindras, vilken kan ha
inverkan pa studier av naringsbalans. Man har uppskattat att rattor sarskilt vid hallning pa
gallergolv intar 50-65% av den producerade faeces.

2.12. Slutsatser fran litteratursammanstallningen

Trots omfattande litteratursokning, studiebesok pa olika anlaggningar och diskussioner
med forskare har inga publikationer av rattors beteende i metabolismburar kunnat
aterfinnas. Det finns nastan inget om rattans viktforandring, temperaturférandring och
utséndring av stresshormoner under tiden den vistas i metabolismburen.

Foljande slutsatser om hur framtida metabolismburar bor utformas med hansyn till rattans

valfard dras med utgangspunkt fran litteratur, studiebesok och kontaktade personer:

- Buren bor vara fyrkantig

- Buren bor vara storre an idag, t ex marsvinsstorlek till normalstor ratta

- Buren bor vara hogre an idag, sa att rattan kan stélla sig pa bakbenen, och ev. for att 6ka
luftvolymen i buren

- Buren bor ha ett stabilt och bekvamt golv

- Ventilationen bor vara tillfredsstallande genom att taket bestar av nat istéllet for hel platta

- Social kontakt bor uppratthallas mellan burarna via t ex hal eller genom att tva djur halls
tillsammans

- Avdunstning av urin maste minimeras genom korta uppsamlingstrattar och rér,
tillverkade av glas, med ev. kylning av uppsamlingsbehallaren

- Kontaminering av urin fran faeces och foderrester bor minimeras

- Alla delar maste tala upprepade autoklaveringar

- Berikningsforemal av autoklaverbar och icke gnagvanlig plast bor testas, t ex bolada, ror,
klatterstallning eller ndgot hangande i taket

- Utveckling av en automat dar rattan kan trycka pa en pedal for att fa foder skulle kunna
oOka rattans aktivitet, och gora det mojligt att mata foderintaget mer exakt

- Acklimatiseringsperiod pa minst 4 dagar bor tillampas innan substanser ges och viktiga
matningar borjar utféras

Sammanfattningsvis bér man gora en noggrann avvéagning mellan burens storlek,
utformning och berikning i forhallande till vad man vill méata. Litteraturstudien visade att
det saknas information om rattors beteende och fysiologi i metabolismburar, varfor det
ansags viktigt att utfora en omfattande studie pa nagra av de vanligast forekommande
metabolismburarna.
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3.SYFTE

Syftet med denna studie var att utvardera fyra typer av metabolismburar for rattor under 11

dagar med avseende pa recovery i studien, fysiologi och beteende. Avsikten var att besvara

ett antal fragestallningar, dar variablerna indelades i priméra och sekundara. Féljande

fragestallningar &r priméarvariabler som anvands for att avgora vilken bur som fungerade

mest optimalt:

1) I vilken typ av metabolismbur &r recovery (dvs. andel tilldelad substans som kan
ateruppsamlas fran rattan) hogst?

2) | vilken typ av metabolismbur sker den minsta forhdjningen av kortikosteron under de
forsta fem dagarna?

3) I vilken typ av metabolismbur uppvisar rattan lagst niva av stressinducerad hypertermi?

4) | vilken typ av metabolismbur Gkar rattorna mest i vikt, samt ater och dricker de mest?

5) Hur manga dagar tar det innan rattorna har acklimatiserat sig till metabolismburarna,
och ar tiden olika lang for olika burtyper?

Foljande fragestallningar ar sekundarvariabler och anvandes for deskriptiva syften:

6) | vilken typ av metabolismbur ar rattan mest aktiv?

7) 1 vilken typ av metabolismbur utfor rattan mest undersokande beteende?

8) Var i metabolismburen vistades rattorna mest?

9) Uppvisar rattorna nagon typ av onormala eller stereotypa beteenden, och i vilken typ av
metabolismbur forekommer detta minst?

10) I vilken typ av metabolismbur haller sig rattan renast?
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4. MATERIAL OCH METODER
4.1. Forsoksupplaggning och djur

Under juni-augusti 1998 genomfordes studien pa Astra Hassles (numera AstraZeneca
R&D Modlndal) djuravdelning. Innan studien startade skickades en ansokan in till
Goteborgs djurforsoksetiska nd&mnd och den tillstyrktes 1997-06-18 utan anmérkningar
(diarienummer 124/97). Fyra olika typer av metabolismburar jamfordes i tva steg:

Experiment 1:
A) Tecniplast metabolismbur (314 cm?, 12 cm hog, Makrolon, rund) 8 st.

B) Tecniplast metabolismbur (500 cm?, 18 cm hég, Makrolon, rund), 8 st.

C) Jencons Metabowl (471 cmz, 14 cm hdg, glas, rund, gallertak), 8 st.

D) Makrolon I11 bur (800 cm2, 17-18 ¢cm hdg, 9 cm under fodertraget), kontrollgrupp,
individuell hallning, aspspan pa botten, 8 st.

Experiment 2:

D) Makrolon I11 bur (800 cm2, 17-18 cm hdg, 9 cm under fodertraget), kontrollgrupp,
individuell hallning, aspspan pa botten, 8 st.

E) UNO ACME (542 cm2, 16.5 cm hdg, rostfritt stal, fyrkantig), 8 st.

F) Experimentalavdelningens nya bur (529 cmz2, 19.5 cm hdg, Makrolon, fyrkantig), 4 st.

Metabolismburar i behandlingarna A, C och D fanns pa foretaget sedan tidigare.
Metabolismburna A hade malats svarta pa sidorna for att ge rattorna en mer avskild miljo.
Fyra burar till behandling B képtes in via Scanbur A/S. Atta burar och tillhérande reol till
behandling E lanades av Astra Draco (numera AstraZeneca R&D Lund). Fyra
prototypburar till behandling F lanades av Experimentalavdelningen vid Malmé Allmanna
Sjukhus. De sistnamnda burarna placerades bredvid varandra sa att rattorna kunde ha
noskontakt genom halen pa sidorna. Uppsamlingsroren for faeces, urin och skoljvatten var
av plast i behandling A och B, samt av glas i behandling C. Urin och skéljvatten samlades
direkt i plastflaskor i behandling E och F, medan faeces halldes 6ver i plastpasar fran en
uppsamlingskorg i behandling E, samt fran ett nat under gallergolvet i behandling F.
Kontrollrattorna holls i samma typ av bur som innan studien startade, med enda skillnaden
att de under studietiden hélls individuellt.

Djurrummet hade en 12:12 timmars ljus: morker cykel med grynings och skymningsljus
under 30 minuter. Rummet hade &ven en nattlampa som skulle efterlikna stjarnljus.
Temperaturen var i genomsnitt 21.1°C (Min 20.7, Max 21.5) och luftfuktigheten var i
genomsnitt 44.4% (Min 41, Max 46) under hela forsokstiden.

| studien anvandes totalt 52 rattor, 8 djur per burtyp utom fér behandling F dar endast 4
rattor testades. Behandling D med kontrollrattor upprepades for de tva omgangarna sa att
totalt 16 kontrollrattor foljdes. Rattorna var av Sprague-Dawley ras (Mollegard & Bomholt
A/S, Danmark (numera Taconic)) dar hélften var hanar och halften honor. Hanarna var 7
veckor och honorna 10 veckor (ca 230 g.) vid ankomst till djuravdelningen. De gavs en
acklimatiseringsperiod om minst 7 dagar da de holls 2 st. tillsammans i Makrolon 111,
Minst tva dagar innan studiestart flyttades djuren 6ver till burar i samma rum som studien
senare utfordes. Pa grund av videoutrustningens och rummets begransningar foljdes 4
rattor/metabolismburstyp at gangen, varvid forsoket fick tva upprepningar i experiment 1.

19



Honor och hanar testades da var for sig. | experiment 2 foljdes bada konen samtidigt, och
ingen upprepning gjordes.

A) Tecniplast lilla

C) Jencons Metabowl

F) Experiementalavdelningens
Figur 1. Oversikt éver de metabolismburar som undersoktes i studien (Foto: Lena Lidfors)
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Rattorna holls i metabolismburarna under 11 dagar. De hade fri tillgang till vatten och
foder (R3, Lactamin, Vadstena (numera Lantménnen)) i alla behandlingar. Fodret var malt
I behandling A, B och E, medan hela pellets gavs i foderautomat i behandling C och F. |
den senare behandlingen kunde de plocka ut pellets och &ta dem pa gallergolvet.
Kontrollrattor kunde gnaga pa fodret genom foderhécken i gallerlocket. Rattorna gick i
samma metabolismbur under hela forsoket, for att minska ev. stress orsakad av burbyten.
Burvaggar och gallergolv skéljdes noggrant med vatten varje dag medan rattorna lyftes
over till en separat Marolonbur Il for registrering av kroppstemperatur och végning.

4.2 Matning av totalradioaktivitet

For att kunna utvardera hur véal metabolismburarna fungerar i att ge svar i hur substanser
bryts ned och elimineras fr&n kroppen gavs réttorna en radioaktivt markt (**C) kand
substans. Har valdes en substans som tidigare har visat sig elimineras frdmst via urin och
faeces, och darfor analyserades dessa parametrar med avseende pa recovery, dvs. andelen
tilldelad radioaktiv substans som kunde ateruppsamlas och analyseras fran rattan,
totalradioaktivitet. Den radioaktivt markta substansen hade vid test en radiokemisk renhet
pa 95 %. Losningen med substansen forvarades fryst fram till dagen for administrering.

Endast djuren i burarna A, B, C, och E fick substansen, eftersom det var de enda burar
utformade for en tillfredsstéllande insamling av urin, faeces och skoljvatten. Halften av
rattorna (2/burtyp/upprepning) gavs substansen strax innan de placerades i nagon av
metabolismburarna och den andra halften gavs substansen dag 5 efter placering i
metabolismburen. Substansen administrerades av en van djurtekniker per oralt med sond
som ledde ned till magsacken. Rattorna gavs 4 ml/kg kroppsvikt av den upptinade
substansen, och de hade végts pa morgonen samma dag. Varje spruta med substans vagdes
pa en sarskild vag (A30, Mettler Toledo AB, Sverige) innan och efter doseringen. Detta
gjordes for att fa den totalt givna mangden radioaktivitet.

Alla provror vagdes och forsags med en etikett innan de sattes pa metabolismburen.
Kolvarna for urin, faeces och skéljvatten var markta med forsoksserienummer, djur id, typ
av metabolismbur (A, B, C, eller E, samt burordning A, B, C eller D), uppsamlingsintervall
(24 tim. intervall), typ av prov (urin, skolj el. faeces), den radioaktivt mérkta substansen,
samt administreringsdag (O eller 5). Varje dag byttes uppsamlingskolven for urin och
faeces fran de senaste 24 timmarna. Ev. faceserester flyttades med pincett till avsedd kolv.
Metabolismburen skdljdes med 40 ml kranvatten via en sprayflaska och skéljvattnet
samlades i en separat uppsamlingskolv. Vagning av kolvar innehallande urin, faeces och
skoljvatten gjordes med en sarskild vag (A30, Mettler Toledo AB, Sverige) och vikten
dokumenterades. Darefter pipetterades 1 ml urin over till ror for kortikosteronanalys, och
urin och skoljvatten dverfordes till plastflaskor markta som tidigare. Proven forvarades i
frys i vantan pa vidare analys.

Matning av den totala radioaktiviteten i urin, faeces och skéljvattnet utfordes med hjalp av
Wallac 1409 Liquid Scintillation Counter (LSC). En viss mangd urin (vagd) fran varje
samlat intervall fordes Over till glasvialer och 10 ml Ready-Safe (Beckman) scintillation
cocktail tillsattes och raknades i LSC. Skoljvattnet behandlades pa samma sétt. En viss
mangd faeces (vagd) fran varje samlat intervall homogeniserades med en Ultra-Turrax T5
och forbrandes i en Sample Oxidazer model 307 (Packard) och CO2 fangades upp i en
I6sning med hjélp av Oximate 80 robotic (Packard). Proverna méttes sedan tillsammans
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med PermaFIluor scintillation cocktail i LSC. Genom att méta radioaktiviteten och vikten
av urin, faeces resp. skoljvattnet raknas den totala recovery genom att addera vardena
under hela tidsperioden per ratta och dividera med den givna méangden radioaktivt inmarkt
substans.

4.3. Méatning av kortikosteron

Matning av kortikosteron gjordes pa urin insamlat under 24 timmar for vart och ett av de
11 dygnen rattorna gick i metabolismburen. Efter att ha registrerat vikt pa den insamlade
urinmangden skakades roret for att blanda de olika skikten och ett prov pa 1 ml urin drogs
upp och placerades i ett eppendorfrér som frystes i -20°C infor vidare analys.

Alla provror skickades till Institutionen for Klinisk Kemi vid SLU. Extrahering med
dietyleter (Fluka) gjordes for att urinen i vissa prover var kontaminerad med faeces- och
foderrester. Extraktion gors for att undvika konjugat vid bestdamning av kortikosteron, men
inte vid bestamning av kortisol. Analyserna gjordes med Coat-A-Count Rat Corticosterone
test (Diagnostic Product Cooperation, California).

4.4. Méatning av kroppstemperatur

Identitets- och temperatur matningsutrustningen DAS-5001 Console™ System och IPTT,
Implantable Programmable Temperature Transponder (BioMedic Data System, PLEXX,
Nederlanderna) anvandes for att mata rattornas kroppstemperatur. Varje ratta fick en
transponder som via en mottagare registrerar djurets identitetsnummer och dess
kroppstemperatur. Under acklimatiseringsperioden och minst 3 dagar fore placering i
metabolismburarna s6vdes rattorna med Forene® (Isofluran) varefter transpondern fordes
in subkutant vid nacken. Rattornas kroppstemperatur registrerades dagen fore flytten till
metabolismburen, och sedan en gang per dag under de 11 dagarna i metabolismburen.
Rummets temperatur dokumenterades fran den display som visade djurrummets temperatur
vilken erhélls via den kontinuerliga och centrala registreringen av djurrummets klimat.

4.5. Vagningar och renlighetsregistreringar

Rattorna vagdes vid ankomst, dagen fore placering i metabolismburen och déarefter varje
dag under de 11 dagarna i de olika burtyperna i en Makrolon I1 bur placerad pa en
vagplatta (PR8001, Mettler Toledo AB, Sverige).

| samband med vagningarna registrerades hur rena rattorna var, dvs. deras formaga att
halla pélsen i gott skick. Denna parameter ar ett av tecknen pa god djurvalfard.
Beddmningen gjordes enligt foljande skala:

1) Rattan ok., vit, glansig, tat och jamn pals

2) Rattan nagot smutsig, rod (porfuri) runt 6gon och nasborrar

3) Rattan mycket smutsig och kutryggig, haret hade rest sig (piloerektion)

Vid tveksamhet om vilken gradering rattan skulle ges kunde dven 1.25, 1.5, 1.75, 2.25 och
2.5 gradering ges.
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Foderbehallarna och vattenflaskorna vagdes med dess innehall fore och efter tilldelning for
att kunna berékna dygnskonsumtion (kI.8-10 varje dag). Vagning av foder resp. vatten
gjordes aven for de parvis hallna rattorna dagen innan de placerades i metabolismburarna,
och en genomsnittlig konsumtion per ratta raknades ut. Alla vagningar gjordes pa samma
vag som anvandes for viktregistrering av rattorna.

4.6. Beteenderegistreringar och analys

Rattorna videofilmades ett dygn innan de placerades i metabolismburen, samt alla 11
dygnen da det satt i metabolismburen. Fyra videokameror och tva infraréda lampor for
filmning under den morka tiden monterades sa att 12 metabolismburar och 4
Makrolonburar filmades samtidigt. Videon som anvandes var en Time Lapse Video
Cassette Recorder (Panasonic AG-6124) instélld pa 24 time mode”. Det innebér att
videon registrerar en bild per sekund under 24 timmar. Inspelning styrdes sa att varje
kamera bandades under 50 sekunder varefter den skiftade till ndsta kamera enligt en viss
ordning.

Analys av videobandens beteenden gjordes av samma person med hjalp av en momentan
intervallregistering var 6:e minut av foljande beteenden:

- foderintag; krupit in i gang till fodret och/eller vidrorde fodret

- vattenintag; slickade pa vattennippeln

- inaktiv; 1ag ned utan att rora sig

- putsning; slickade palsen, forde framtassarna dver ansiktet, krafsade med tassarna mot
kroppen

- undersokande; nosade pa burens véggar, tak, gallergolv, etc.

- onormalt; onormala rorelsemonster med stereotypa sekvenser, dvs. rorelsen upprepades
manga ganger, utan nagot mal och uppfattades som meningslos

- freezing; stannade upp i en rorelse och var stilla under minst 10 minuter

- social; nosade genom hal i vaggen pa grannrattan

- Ovrigt; alla andra beteenden som inte har definierats ovan

Registreringar gjordes aven av var i buren rattan befann sig enligt foljande:
- mitten av buren

- utmed burvéggen, vidrorde vaggen med kroppen

- fodret; krupit in i gangen till fodret eller hade huvudet intill fodret

4.7. Statistik

Studiens ursprungliga upplagg diskuterades med statistiker pa AstraZeneca R & D i
Madlndal inom avdelningen Biostatistics, och de gjorde dven de statistiska analyserna. Alla
berdkningar och analyser har gjorts i SAS version 6.12 (Statistical Analysis System Inc.,
Cary, USA). Eftersom de statistiska analyserna och alla figurerna gjordes pa engelska har
figurernas X- och Y-axlar och annan text i figurerna behallits pa originalspraket. De exakta
p-vardena, F-vardena och frihetsgraderna fran alla de statistiska analyserna har lagts i
tabeller i bilaga 3.

Alla varden &r registrerade som icke-negativa matt och analyserade pa en logaritmisk
skala. Medelvérden och SD har beréknats for varje dag, bur och kon for de separata
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parametrarna. En tre-végs variansanalys (PROC ANOVA) har anvants for att testa vilka
variabler som har en signifikant effekt for metabolismburtyp, dag och kdn, samt
interaktioner mellan dessa variabler.

Vid statistisk analys av recovery summerades de tre vardena (urin, faeces och skéljvatten)
som erhdlls for varje djur och dag till en daglig procent av total recovery. Logaritmen av
dessa kvantiteter anvandes sedan i analysen. Modellen for variansanalysen innehaller
huvudeffekter for DAG (dagen efter substansadministrering, med en niva for var och en av
de sju dagarna), BUR (A, B, C och E), KON (hona resp. hane), och SUBST (0 resp. 5 som
var dagarna [Mandag och Fredag] da substanserna administrerades). Dessutom lades tva-
végsinteraktionerna DAG*BUR, DAG*KON, BUR*KON och tre-vagsinteraktionen
DAG*BUR*KON till modellen. En autoregressiv korrelationsstruktur anvandes for att
tillata korrelationer bland véardena som erh6lls for samma djur mellan olika dagar.

Kortikosteronvarden erholls fran dag 1 och framat for metabolismburarna A, B, C, E och

F. Eftersom inga varden erh6lls fran bur D (kontrollbur) jamférdes vardena mellan de olika
metabolismburarna. Tre-végs variansanalys anvandes med huvudeffekterna DAG (dag 1-
11), KON (hona resp. hane), BUR (A, B, C, E och F), och tva- resp. tre-vagsinteraktioner.
En randomiserad effekt for de olika djuren inkluderades i variansanalysens modell
tillsammans med en autoregressiv felstruktur for upprepade matningar pa samma djur.

Rattornas kroppstemperatur mattes varje dag fran dag —1 (dag fore placering i
metabolismburen) till dag 11. Logaritmen av dessa véarden anvandes vid analysen. Tre-
vags variansanalys anvandes med huvudeffekterna DAG (dag -1 till 11), BUR (de 7
nivderna A, B, C, D.ABC, D.EF, E, och F), KON (hona resp. hane), och tva resp.
tre-vagsinteraktioner.

For varje djur normaliserades vikterna fran dag 1 till 11 genom att dela dem med vikterna
for motsvarande djur for dag O (vikten strax innan de placerades i metabolismburen).
Dessa viktsdifferenser, vars logaritmer anvéandes for de statistiska analyserna, aterspeglar
darmed viktsforandringen jamfort med dag O.

Rattornas viktsdifferens, foderkonsumtion, vattenintag, beteenden och placering i buren
analyserades med tre-vags variansanalys med huvudeffekterna DAG (0-11), KON (hona
resp. hane), och BUR (A, B, C, D.ABC, D.EF, E, och F), och tva resp.
tre-vagsinteraktioner. Endast resultaten for placering i mitten av buren, placering utmed
burvéaggen och placering vid fodret analyserades eftersom placering vid vattnet hade for fa
registreringar.

For att kunna ta fram den bur som fungerade bést i studien anvandes en podngbeddmning
dar 5 gavs till den bur som gav bést resultat ned till 1 for den bur som gav sdmst resultat.
Med bast menades hdgst procentuell recovery, lagst kortikosteronhalt, 1agst
kroppstemperatur, hogst tillvéxt, hogst foderintag och hogst vattenintag. For var och en av
de fem primérvariablerna gavs denna podang, vilket ledde fram till en slutpoéng vid
summering. Den metabolismbur som fick hégst slutpodng fungerade bast i studien. Burar
som far en |ag recovery, under 90 %, anses generellt ge ett gransresultat som foranleder
vidare utvardering av substansen effekt.
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5. RESULTAT

5.1. Recovery av substans

Andelen radioaktivt markt substans som blev ateruppsamlad under de 7 forsta dygnen
skiljde sig inte signifikant at mellan metabolismburarna (n.s., F=0.67, Fig.2). Det var inte
heller nagon signifikant skillnad mellan om substansen gavs dag 0 eller dag 5 efter
placering i metabolismburen (n.s., F=1.56, Fig.3). Av den radioaktivt markta substansen
utséndrades i genomsnitt 52.9-57.7 % via faeces, 25.6-31.9 % via urinen och 2.9-3.9 % via
tvattvattnet.
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Figur 2. Genomsnittlig total recovery (%) + 95% konfidensintervall for fyra metabolismburar under 7
dagars uppsamling av substans.
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Figur 3. Genomsnittlig total recovery (%) (+ 95% konfidensintervall) for rattor som fick substansen dag 0
resp. dag 5 efter placering i metabolismburen.
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Andelen radioaktivt markt substans som blev ateruppsamlad skiljde sig signifikant at
mellan dagarna (p<0.001, F=1109.93, Fig.4). Det var hogst recovery dag 1 och 2, och
darefter minskade den for varje dag.
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Figur 4. Genomsnittlig recovery (+ 95% konfidensintervall) for fyra metabolismburstyper under de 7 forsta
dagarna efter det att substansen givits.

Andelen radioaktivt markt substans som blev ateruppsamlad skiljde sig signifikant at
mellan kénen (p<0.001, F=190.35) och total recovery var signifikant hogre for hanar an for
honor (Fig.5). Det var aven en signifikant interaktion mellan dagarna och kénen (p<0.001,
F=75.99) dér hanarna hade en hogre recovery dag 1-2 medan honorna hade en hégre
recovery dag 3-7 efter tilldelning av substansen (Fig.6).
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Figur 5. Genomsnittlig totalrecovery (%) (+ 95% konfidensintervall) for hon- resp. hanrattor under de 7
forsta dagarna efter det att substansen givits.
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Figur 6. Genomsnittlig recovery (+ 95% konfidensintervall) for hon- resp. hanrattor under de 7 forsta
dagarna efter det att substansen givits.

Det var inga signifikanta skillnader for tva-vagsinteraktionerna mellan dagar och
metabolismburar, mellan metabolismburar och kén och for tre-végsinteraktionen mellan
dagar, metabolismburar och kon.

5.2. Kortikosteron

Halterna av kortikosteron i urin fran dag 1 till dag 11 skiljde sig signifikant at mellan
dagarna (p<0.001, F=10.70) och metabolismburarna (p<0.01, F=3.39), och det var dven en
signifikant interaktion mellan dagarna och metabolsimburarna (p<0.05, F=1.53). Halterna
av kortikosteron minskade under de forsta fyra dagarna som rattorna satt i
metabolismburarna A, B och C, varefter de holl sig relativt konstanta (Fig.7). |
metabolismburarna E och sarskilt F var minskningen inte lika stor och det var en storre
spridning orsakad av individuella skillnader (Fig.7). Sett dver alla dagar var de storsta
skillnaderna mellan burarna B och F (med kortikosteronhalter i F som var 2.17 ganger
hogre &n i B, p=0.002) och burarna C och F (med kortikosteronhalter i F som var 1.96
ganger hogre an i B, p=0.006).
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Figur 7. Genomsnittlig kortikosteronhalt (z, + SD) i dygnsurin fran rattor placerade i fem olika
metabolismburar under 11 dagar (n=8/bur i A, B, C och E, n=4/bur i F).

Det var signifikanta skillnader mellan kénen (p<0.01, F=8.53) och en signifikant
interaktion mellan dagarna och kdnen i kortikosteronhalterna (p<0.05, F=1.98). De
genomsnittliga kortikosteronhalterna var hogre for hanar &n for honor under alla dagar
utom dag 6 (Fig. 8).

Det var inga signifikanta skillnader for interaktionen mellan metabolismburarna och kénen
eller for tre-végsinteraktionen.
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Figur 8. Genomsnittlig kortikosteronhalt (4, + SD) i dygnsurin fran hon- resp. hanrattor placerade i fem
olika metabolismburar under 11 dagar (n=8/bur i A, B, C och E, n=4/bur i F).

5.3. Kroppstemperatur

Rattornas kroppstemperatur skiljde sig signifikant at mellan burarna (p<0.01, F=3.70) och
dagarna (p<0.001, F=21.78), och det var &ven en signifikant interaktion mellan dagarna
och burarna (p<0.001, F=2.91). Kroppstemperaturen var lagre dagen innan och samma dag
som rattorna placerades i metabolism- resp. kontrollburarna (Fig.9). Under vistelsen i
metabolismburarna hade bur C och B en lagre kroppstemperatur an évriga burar (Fig.9).
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Figur 9. Kroppstemperatur (° C) hos rattor av bada kénen for 5 typer av metabolismburar och
kontrollburar under 13 dagar (n=8/bur i A, B, C, E, D.ABC och D.EF, n=4/bur i F).
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Rattornas kroppstemperatur skiljde sig signifikant at mellan kénen (p<0.001, F=28.25) och
det var aven en signifikant interaktion mellan dagarna och kénen (p<0.05, F=1.83). |
genomsnitt var kroppstemperaturen hos honorna cirka 1.0-1.5% hdgre &n hos hanarna
under alla dagarna i studien (Fig.10).
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Figur 10. Kroppstemperaturen ( ° C) hos honor (F) och hanar (M) for 5 typer av metabolismburar och
kontrollburar under 13 dagar (n=26 per kon).

Det var dven en signifikant tre-végsinteraktion mellan dagarna, burarna och kénen
(p<0.001, F=1.90). I figur 11 visas darfor kroppstemperaturen for varje separat bur for
honor respektive hanar. Det ar dock svart att se nagra tydliga skillnader mellan burarna
Over dagarna. Den enda faktor som inte var signifikant var interaktionen mellan burarna
och konen (n.s., F=1.25).
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Figur 11. Genomsnittlig kroppstemperaturen (°C) for 5 typer av metabolismburar (A, B, C, E, F) och
kontrollburar (D.ABC + D.EF) for honor (hdgst upp) och hanar (l&angst ner) under 11 dagar (n=8/bur i A,
B, C, E, D.ABC och D.EF, n=4/bur i F).

5.4. Kroppsvikt

Rattornas kroppsvikt jamfort med dag 0 forandrades signifikant mellan dagarna (p<0.001,
F=29.48) och burarna (p<0.05, F=3.09), och det var aven en signifikant interaktion mellan
dagarna och burarna (p<0.001, F=1.78). Den genomsnittliga viktokningen for rattorna
visar pa en liknande tendens for alla burar, men vissa skillnader i medelvérdet kan ses
(Fig.12).

Vid ett parvis test av viktsforandringen relaterat till dag 0 mellan burarna A, B, C, E och F
med dem i bur D skiljde sig bur A och B inte signifikant fran viktsférandringen i bur D (A:
p=0.807, B: p=0.581), och de foljde samma monster av att 6ka i vikt med tiden. | bur C
daremot skiljde sig viktsforandringen signifikant fran viktsforandringen i bur D (p=0.006).
Rattorna i bur C hade minskat i vikt dag 1 och 6kade sedan inte lika mycket i vikt som
rattorna i bur D, men vid dag 11 skiljde de sig inte langre fran bur D. Resultaten ar mycket
lika for bur E och F, &ven om 6vergripande skillnader inte kan visas. En viktsminskning
skedde dag 2 i bade bur E och F (p=0.074 for bur E och p=0.037 for bur F). Vérdena for
bur E var systematiskt mindre an for bur D, men inte signifikant (p=0.293), medan inga
sadana systematiska skillnader forekom nar man jamforde bur D och F (p=0.786).
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Figur 12. Differensen i kroppsvikt jamfort med dag O for rattor av bada konen i de 5 metabolismburarna
jamfort med kontrollburarna under de 11 dagarna i burarna (h=8/bur i A, B, C, E, D.ABC och D.EF,
n=4/bur i F).

Rattornas forandring av kroppsvikten skiljde sig signifikant at mellan kénen (p<0.001,
F=30.0), och det var &ven en signifikant interaktion mellan dagarna och kénen (p<0.001,
F=5.31). Viktokningen 6ver de 11 dagarna rattorna satt i metabolismburarna var stérre for
hanar an for honor (Fig.13). Det var ingen signifikant interaktion mellan burarna och
konen (n.s., F=1.40). Eftersom tre-végsinteraktionen mellan dagarna, burarna och kdénen
inte var signifikant (n.s., F=0.98) kan skillnaderna forvéantas vara mycket lika i alla
burarna.
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Figur 13. Viktokningen jamfort med dag 0 for hon- respektive hanrattor fér samtliga burar (n=26 per kan).

Under de forsta fyra dagarna i metabolismburarna var det inga generella skillnader i
viktsforandringen mellan djur som fick substans dag 0 och de som inte fick substans dag O
i bur A, B och E. For bur C och dagarna 1, 3 och 4 tycks viktsforlusten jamfért med dag O
vara storre hos djuren som fick substans &n for djuren som inte fick substans.
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5.5. Fodointag

Den mangd foder rattorna at per dygn under de 11 dagarna i metabolism- och
kontrollburarna skiljde sig signifikant at mellan dagarna (p<0.001, F=6.24) och burarna
(p<0.01, F=3.38). Det var aven en signifikant interaktion mellan dagarna och burarna
(p<0.001, F=3.77). I metabolismbur C och F uppvisas ett ganska varierat foderintag mellan
dagarna (Fig.14). | bur C var det en stark nedgang dag 1, och de at i stort sett ingenting,
medan de dag 2 at ungefar halften av den mangd rattorna i dvriga burar at och forst dag 3
hade de kommit upp till samma niva som &vriga burar (Fig.14). | bur F uppvisade rattorna
en mindre kraftig nedgang i foderintaget dag 1 och 2, verkade &ta mer dag 3, varefter de
narmade sig de andra burarna i foderintagsniva (Fig.14).
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Figur 14. Genomsnittligt foderintag (gram) per dygn for rattor av bada kénen i fem metabolismburar (A, B,
C, E, F) jamfort med kontrollburar (D.ABC, D.EF) under ett kontrolldygn(dag 0) och darefter 11 dygn i
burarna (n=8/bur i A, B, C, E, D.ABC och D.EF, n=4/bur i F).

Den mangd foder rattorna at per dygn i burarna skiljde sig signifikant at mellan kénen
(p<0.001, F=84.77). Hanarna hade ett betydligt stérre foderintag an honorna hade under
alla 11 dygnen i metabolism- och kontrollburarna (Fig.15). Det var inga signifikanta
skillnader for interaktionerna mellan dagarna och koénen (n.s., F=1.43), mellan burarna och
konen (n.s., F=1.41) eller for tre-végsinteraktionen mellan dagarna, burarna och kénen
(n.s., F=0.89). Detta gor att skillnaderna i mangden foder som konsumerades mellan hanar
och honor kan antas vara lika for alla burarna.
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Food intake for M and F, averages across cages

35 | O Females
W Males

Figur 15. Genomsnittligt (+ SE) foderintag (gram) for hon- resp. hanrattor (n=26 per kon) under de 11
dagarna de var placerade i fem olika typer av metabolismburar eller Makrolon Il1-burar (kontrollbur).

Eftersom halften av djuren fick substans dag 0 och andra halften dag 5 i burarna A, B, C
och E undersoktes daven om djuren med och utan substans skiljde sig at i foderintag de
forsta fyra dygnen. Administreringen av substans tycks inte ha paverkat foderintaget hos
djuren i burarna A, B och E. I bur C tycktes de djur som fick substans dag 0 ha ett lagre
foderintag dag 1 d&n dem som inte gavs substans.

Rattornas foderintagsbeteende som innebar att de hade krupit in i gangen till fodret eller att
de vidrorde fodret skiljde sig signifikant at mellan dagarna (p<0.05, F=2.05) och burarna
(p<0.001, F=22.69). Det var aven en signifikant interaktion mellan dagarna och burarna
(p<0.05, F=1.54), vilket innebar att skillnader mellan burarna kan bero pa dagen eller att
skillnader mellan burar kan observeras vissa dagar men inte andra dagar.

Beteendet foderintag hade storst andel registreringar for bur B, men det var en stor
spridning i materialet (Fig.16). | bur B observerades rattorna ofta liggandes inne i gangen
som ledde fram till foderskalen, men eftersom det inte gick att se skillnad pa om de endast
lag eller at nar de vistades i gangen registrerades alla placeringar i gangen som foderintag.
Burarna A och C hade relativt snarlika medelvarden for beteendet foderintag (Fig.16).
Aven bur A hade en géng in till foderskalen, men den var betydligt trangre &n for bur B.
Bur F hade mycket laga medelvarden och Iag under kontrollburens medelvarde for
beteendet foderintag (Fig.16).
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Figur 16. Medelvarde i procent (+ SE) per dygn for beteendet foderintag hos rattor av bada kénen hallna i
metabolismburarna A (n=8), B (n=8), C (n=8) och F (n=4) jamfért med dem hallna i kontrollburarna D
(n=16).

Det var inga signifikanta skillnader mellan koénen i foderintagsbeteendet (n.s., F=0.75).
Honorna tycks ha haft ett nagot storre foderintag dag 1-4, varefter de 1dg mycket nara
hanarna i medelvarde (Fig.17). Dessa data pekar dock i helt motsatt riktning mot resultaten
av mangden foder som konsumerades per dygn, dar hanarna Iag signifikant hogre an
honorna varje dygn (Fig.15). Det var inga signifikanta skillnader for interaktionerna
mellan dagarna och kénen (n.s., F=1.38), burarna och kénen (n.s., F=1.00), eller for tre-
vagsinteraktionen mellan dagarna, burarna och kénen (n.s., F=0.98).
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Figur 17. Medelvarde i procent (= SE) per dygn for beteendet foderintag hos rattor av hon- resp. hankon
(n=26 per kon).
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5.6. Vattenintag

Méangden vatten som rattorna drack per dygn skiljde sig signifikant at mellan dagarna
(p<0.001, F=7.75) och burarna (p<0.001, F=8.67), och det var &ven en signifikant
interaktion mellan dagarna och burarna (p<0.001, F=2.58). Vattenintaget var lagt dag 1 i
bur C (Fig.18). Vattenintaget i bur F visar fran dag 5 s& avvikande varden att det inte kan
ges sa stor betydelse. Eftersom det tycktes vara skillnader i vattenintaget mellan de andra
burarna, sa har varje burtyp aven jamforts parvis med kontrollburarna. Djuren i burarna A
och B visar inga skillnader i vattenintag nér de jamfoérs med bur D (p=0.056 resp.
p=0.825). Over alla dagar &r vattenintaget i bur C lagre &n i kontrollburen D (p=0.002).
Vattenintaget i bur E &r generellt lagre &n i motsvarande kontrollbur D (p=0.002). Det &r
svart att ange nagot generellt om vattenintaget i bur F eftersom det avviker sa drastiskt fran
kontrollburen D vissa dagar (Fig.18). Men, férutom de extrema dagarna 5, 6 och 7 skiljer
det sig inte s& mycket fran kontrollburen D, och skillnaden &r inte signifikant (p=0.294).

Means per Day and Cage
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Figur 18. Medelvarde for vattenintag (gram) per dygn hos rattor av bada kénen i fem typer av
metabolismburar (A, B, C, E, F) jamfort med kontrollburar (D.ABC, D.EF) under ett kontrolldygn(dag 0)
och darefter 11 dygn i burarna (n=8/bur i A, B, C, E, D.ABC och D.EF, n=4/bur i F).

Det var en signifikant skillnad i mangden vatten rattorna drack mellan kénen (p<0.001,
F=22.74), samt for interaktionerna mellan dagarna och kénen (p<0.01, F=2.38) och
burarna och konen (p<0.01, F=3.02). Hanarna hade generellt ett storre intag av vatten &n
honorna (Fig.19). Det var ingen signifikant tre-vagsinteraktion mellan dagarna, burarna
och koénen (n.s., F=1.32).
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Figur 19. Medelvarde (+ SE) for vattenintag (gram) hos rattor av honkén (n=26) och av hankon (n=26).

Eftersom halften av djuren i bur A, B, C och E fick substans dag 0 och andra halften fick
det dag 5 har en analys for vattenintaget gjorts. Administrering av substans tycks inte ha
lett till nagra skillnader i vattenintaget.

Beteendet att slicka pa vattennippel eller halla nosen intill vattennippeln visar pa farre
signifikanta effekter. Det var signifikanta skillnader mellan burarna (p<0.001, F=14.72),
men inte mellan dagarna (n.s., F=0.61) eller for interaktionen mellan dagarna och burarna
(n.s., F=1.18). Det innebér att man inte kan visa att beteendet skiljde sig mellan de 10
dagarna. Beteendet vattenintag var hogst for metabolismburarna A och B (Figur 20).
Medelvérdena ligger betydligt hogre an kontrollburen D, men uppvisar ocksa en mycket
stor spridning (Figur 20). Jamfort med kontrollburen D ligger medelvardena for burarna C
och F hogre vissa dagar och lagre andra dagar och de visar inte pa nagot stabilt monster
over dagarna (Figur 20).

O CageA mCageB @mMCageC mCageD mCageF

of day)

Bahviour 2: Proximity to water (%

Figur 20. Medelvarde i procent ( SE) per dygn for beteendet vattenintag hos rattor av bada kénen hallna i
metabolismburarna A (n=8), B (n=8), C (n=8) och F (n=4) jamfort med dem héallna i kontrollburarna D
(n=16).
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Det var signifikanta skillnader mellan kénen i beteendet vattenintag (p<0.01, F=8.81).
Honorna verkade ha mer vattenintagsbeteende an hanarna alla 10 dagarna (Figur 21). Detta
star dock i stark kontrast till resultaten av mangden vatten som konsumerades av rattorna
(Figur 19), dar hanarna generellt drack mer vatten &n honorna. Det var inga signifikanta
skillnader for interaktionerna mellan dagarna och kénen (n.s., F=0.40) eller burarna och
kdnen (n.s., F=1.59), eller for tre-vagsinteraktionen mellan dagarna, burarna och kénen
(n.s., F=1.16).

O Females | Males
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STITITT

Figur 21. Medelvarde i procent (= SE) per dygn for beteendet vattenintag hos rattor av hon- resp. hankén
(n=26 per kon).
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5.7. Inaktivitet

Andelen av registreringarna som rattorna var inaktiva, dvs. lag ned utan att réra sig,
utgjorde den storsta andelen av registreringarna (Fig.22). Det var signifikanta skillnader
for beteendet inaktivitet mellan dagarna (p<0.01, F=2.68) och burarna (p<0.001, F=8.42),
samt for interaktionen mellan dagarna och burarna (p<0.001, F=2.37). Réttorna tycktes
vara mest inaktiva i kontrollburarna, men i metabolismbur C var rattorna ocksa ganska
inaktiva fran dygn 5 och framat (Fig.22). Den lagsta inaktiviteten registrerades i
metabolismbur B (Fig.22).
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Figur 22. Medelvarde i procent (+ SE) per dygn for beteendet inaktiv hos rattor av bada konen héllna i
metabolismburarna A (n=8), B (n=8), C (n=8) och F (n=4) jamfért med dem hallna i kontrollburarna D

(n=16 eller 8).

For beteendet inaktivitet var det inga signifikanta skillnader mellan kdnen (n.s., F=0.64),
men det var en signifikant interaktion mellan dagarna och kdnen (p<0.01, F=3.03).
Hanarna verkade vara mer inaktiva dag 1-4, 8 och 10, medan honorna verkade vara nagot
mer inaktiva dagarna 5, 7 och 9 (Fig.23). Det var inga signifikanta interaktioner mellan
burarna och konen (n.s., F=1.97) eller for tre-vagsinteraktionen mellan dagarna, burarna

och konen (n.s., F=1.25).
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Figur 23. Medelvarde i procent (+ SE) per dygn for beteendet inaktiv hos rattor av hon- resp. hankén (n=26
per kon).

5.8 Renlighet och putsningsbeteende
Rattornas renlighet som bedémdes enligt en tregradig skala (1-3) visade att det var endast

bur C och E som hade en genomsnittligt sémre bedémning an bur D som var kontrollburen
(Fig.24). Under de 11 dagarna i metabolismburarna erholl rattor av hankon en nagot samre
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gradering, men det ar séarskilt bur C och E som har hoégre vérden. Dessa vérden &r dock inte
testade statistiskt.
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Figur 24. Genomsnittlig gradering av rattornas renlighet i fem olika metabolismburar jamfért med
kontrollbur (D) fér honor(n=4/bur) resp. hanar(n=4/bur) under 11 dygn. | bur F anges det genomsnittliga
vardet for tvd hanar och tv& honor och i bur D &r n=8/bur.
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Figur 25. Genomsnittlig gradering av renlighet hos rattor av honkon i fem olika metabolismburar(A, B, C,
E, F) jamfort med kontrollburar (D) strax fore placering i burarna (dag 0, gradering=1 for samtliga) och
under 11 pa varandra foljande dagar i burarna (n=8/bur utom for F dar n=4).

Rattornas putsning av den egna palsen skiljde sig signifikant &t mellan burarna (p<0.001,
F=8.58) och dagarna (p<0.001, F=4.19), och det var &ven en signifikant interaktion mellan
dagarna och burarna (p<0.001, F=2.12). Det registrerades en hogre andel
putsningsbeteenden hos rattorna i alla metabolismburar &n i kontrollburarna (Fig.26). Det
verkade &ven vara en hogre andel putsningsbeteenden i bur F, B och A d@n i bur C och E
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(Fig.26). Andelen putsningsbeteenden dkade med tiden som rattorna hade suttit i

metabolismburen (Fig.26).
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Figur 26. Medelvarde i procent (+ SE) per dygn for putsningsbeteende hos rattor av bada konen hallna i
metabolismburarna A (n=8), B (n=8), C (n=8) och F (n=4) jamfért med dem hallna i kontrollburarna D

(n=16).

Putsningsbeteendet skiljde sig inte signifikant a mellan kénen (n.s., F=1.21), men det var
en signifikant interaktion mellan dagarna och kénen (p<0.01, F=3.00). I figur 27 &r
andelen putsningsbeteenden hdgre for hanarna an honorna alla dagar utom dag 2, 3 och 4.
Det var ingen signifikant interaktion mellan burarna och kénen (n.s., F=0.63), eller for tre-
vagsinteraktionen mellan dagarna, burarna och kdnen (n.s., F=1.13).
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Figur 27. Medelvarde i procent (x SE) per dygn for putsningsbeteende hos rattor av hon- resp. hankon

(n=26 per kon).
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5.9. Understkande beteende

Rattornas undersokande beteende, i.e. nosade pa burens vaggar, tak, gallergolv, etc., visade
pa signifikanta skillnader mellan burarna (p<0.001, F=11.27) och dagarna (p<0.001,
F=7.00), samt en signifikant interaktion mellan dagarna och burarna (p<0.01, F=1.79).
Rattorna uppvisade en hogre andel undersokande beteenden i kontrollburen och bur F én i
de andra metabolismburarna (Fig.28). Forsta dagen i de nya burarna uppvisade dock
rattorna i alla burtyperna mycket undersokande beteende (Fig.28).
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Figur 28. Medelvarde i procent ( SE) per dygn for undersokande beteende hos rattor av bada kénen hallna
i metabolismburarna A (n=8), B (n=8), C (n=8) och F (n=4) jamfort med dem héallna i kontrollburarna D
(n=16).

Det undersokande beteendet skiljde sig inte at mellan kénen (n.s., F=0.09), eller for interaktionerna
mellan dagarna och kénen (n.s., F=1.81), mellan burarna och kénen (n.s., F=1.71) eller for tre-
vagsinteraktionen mellan dagarna, burarna och konen (n.s., F=1.01).
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Figur 29. Medelvarde i procent (+ SE) per dygn for undersokande beteende hos rattor av hon- resp. hankén
(n=26 per kon).
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5.10. Onormala beteenden

Rattorna uppvisade fa onormala beteenden varfor inga statistiska analyser gjordes av
dessa. Inom gruppen onormalt beteende observerades tva beteenden, huvudvaggande da
rattan stod stilla och forde huvudet upp och ned upprepade ganger, samt svansjagande da
rattan sprang runt i en cirkel och jagade sin egen svans. Huvudvaggande observerades
endast nattetid totalt 5 ganger hos 3 honrattor i bur C (3 ganger), i bur B (1 gang) och i bur
D (1 gang, kontroll). Svansjagande observerades bade nattetid och dagtid totalt 7 ganger
hos tva honrattor och tva hanrattor i bur B (6 ganger) och i bur C (1 gang). Vi sokte aven
efter om rattorna utforde beteendet "freezing”, men vi fick inga registreringar av detta.
Ingen ratta utforde bada de onormala beteendena. Beteendena registrerades dag 1 (5
ganger), dag 2 (1 gang), dag 4 (3 ganger), dag 8 (2 ganger) och dag 11 (1 gang) sedan
rattorna placerades i metabolismburen.

5.11. Placering i buren

Rattornas placering i buren skiljde sig signifikant at mellan burarna for registreringar mitt i
buren (p<0.01, F=4.19), och vid fodret (p<0.001, F=30.32), men det var ingen signifikant
skillnad for placering utmed burvéggen (n.s., F=2.28). Det var ingen signifikant skillnad
mellan dagarna eller for interaktionen mellan dagarna och burarna pa var i buren rattorna
vistades (n.s., se bilaga 3 for F-véardena). Rattorna vistades mest i mitten av bur C, F och
till viss del bur D (Figur 30). | bur A och D vistades rattorna mer utmed burvéaggen (Figur
30), och i bur B vistades rattorna mest vid fodret, eg. i fodergangen som var sa stor sa att
de kunde krypa in och lagga sig i den (Figur 30).

Det var en signifikant skillnad mellan kénen (p<0.05, F=5.53) och en signifikant
interaktion mellan dagarna och konen (p<0.05, F=2.41) i rattornas placering utmed
burvdggen, men inte for placering mitt i buren eller vid fodret (n.s., se bilaga 3 for F-
vardena). Hanarna vistades nagot mer i mitten av buren, medan honorna vistades mer
utmed burvaggen (Fig.31). Det var ingen storre skillnad mellan kénen i hur mycket de
vistades vid fodret.

Det var inga signifikanta interaktioner mellan burarna och koénen eller for tre-

vagsinteraktionen mellan dagarna, burarna och kdnen i hur mycket rattorna vistades i de
tre olika delarna av buren (n.s., se bilaga 3 for F-vardena).
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Figur 30. Medelvarde i procent (+ SE) per dygn for placering a) i mitten av buren, b) utmed burvéggen eller
c) vid fodret hos rattor i olika typer av metabolismburar under 10 dagar (n=8/burtyp).
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Figur 31. Medelvarde i procent (+ SE) per dygn fér placering a) i mitten av buren eller b) utmed burvaggen
hos rattor av hon- resp. hankon (n=26 per kon).
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6. DISKUSSION

Denna studie visar att metabolismburstyp hade en effekt pa rattors kortikosteronhalt i urin,
kroppstemperatur, viktokning, foderintag, vattenintag, inaktivitet, putsningsbeteende,
undersdkande beteende och var i buren de vistades. De enda parametrar som inte
paverkades av metabolismburstyp var recovery av en kand substans. Vidare var forekomst
av onormala beteenden ej paverkade, men de var for fa for att kunna testa statistiskt. De
matta parametrarna diskuteras kort varefter en total bedémning av burarna gors.

6.1 Recovery

Att recovery av en kand substans inte visade nagra skillnader mellan metabolismburarna
kan bero pa att de metabola processerna i rattorna fungerar ungefar likvardigt oberoende
av om de paverkas negativt av buren eller inte. Eftersom det inte har gatt att finna nagra
publicerade studier som har jamfort recovery pa just detta sétt kan hypotesen inte testas
mot andra studier. Att de metabola processerna fungerar enligt ett ganska bestamt
tidsforlopp stdds av grundlaggande fysiologisk forskning (Claassen, 1994; Randall m.fl.,
1997). Recovery var hogst de tva forsta dagarna och minskade successivt under de 7
dagarna.

Da en av hypoteserna var att rattorna skulle vara mer stressade de forsta dagarna i
metabolismburen skulle detta kunna paverka utséndringshastigheten av substansen.
Halften av rattorna fick darfor substans dag 5 istallet for strax innan de placerades i
metabolismburen, som &r det ordinarie forsoksforfarandet. Ingen skillnad kunde pavisas
mellan dessa tva administreringsdagar i recovery, vilket 6verensstammer med att det inte
skiljde sig mellan burtyperna trots att vissa burar tycktes fungera samre for rattorna.

Den totala recoveryn under de 7 dygnen nadde inte upp till mer an i genomsnitt 87% och
det ger ett nagot lagre utfall an forvantat, vilket skulle leda till att samtliga burar anses ge
for 1ag recovery. En anledning kan vara att de personer som genomférde studien inte var
lika vana vid att ta hand om faeces, urin och att skdlja av buren sa noggrant sa att all
radioaktivt markt substans foljde med. En annan anledning kan vara att det behdvdes fler
dagar for att samla in all substans for att 6ka maéjlighet att fa en battre recovery. Ytterligare
en anledning kan vara att rattorna lyftes ur metabolismburen en gang per dag for att mata
kroppstemperatur och véga dem, vilket kan ha lett till att urin eller faeces hamnade utanfér
buren. Alla rattor utsattes for samma behandling sa det borde inte ha paverkat sjélva
jamforelsen av metabolismburarna.

Recovery skilde sig at mellan kdnen och det blev totalt sett en béttre recovery fran
hanarna. Hanarna utsondrade ocksa mer av substansen dag ett och tva i metabolismburen
an dag 3-7 da honorna utséndrade hogre andel substans. Hos den unga rattan férekommer
det inga konsskillnader i metabolismen av substanser (Conney, 1967), men fran ca 30
dagars alder borjar en konsskillnad utvecklas och den ar helt utvecklad vid 50 dagars alder
(Skett m.fl., 1978). | denna studie var hanarna 49 dagar vid ankomst medan honorna var 70
dagar. Kénsskillnaderna beror huvudsakligen pa en okning i enzymaktiviteten hos hanarna
vid denna period, medan enzymaktiviteten hos honorna haller sig konstant eller minskar
nagot (Claassen, 1994).
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6.2 Kortikosteron

Kortikosteronhalterna i urin var som hogst nar rattorna hade suttit i metabolismburarna det
forsta dygnet, varefter de sjonk under de féljande tre dygnen. Gomez-Sanchez & Gomez-
Sanchez (1991) fann ocksa att kortikosteronhalterna var hogre de 4-5 forsta dygnen i en
metabolismbur jamfért med de senare dygnen. | denna studie var det burtyp A, B och C
som visade samma monster av en minskad kortikosteronhalt i dygnsurinen. Burtyp E och F
minskade ocksa, men hade hogre nivaer én A, B och C under de resterande dagarna. En
anledning till detta kan vara att burtyp E och F jamfordes i forsoket med bada konen i
samma rum, och for bur F kunde rattor av bada kdnen nosa pa varandra genom hal i
vaggarna. Tidigare studier har visat att kortikosteronhalter i plasma ar lagre for rattor som
halls individuellt an for rattor som halls i grupper om 20 stycken (Barrett & Stockham,
1963). Honrattor visar stora skillnader i plasmanivaerna av luteiniserande hormon (LH),
follikel stimulerande hormon (FSH), prolaktin, progesteron och dstradiol, vilket &ven har
effekter pa andra fysiologiska varden och en del beteenden (Claassen, 1994). Eftersom
honrattorna visar Ostrus var 4-5 dygn kan det dessutom ha paverkat hanarnas
kortikosteronhalter. Det var dock ingen signifikant effekt av BUR*KON, och det gick inte
att se nagot tydligt monster av konsskillnader i bur E och F. Nar burtyp A, B och C
testades hade vi valt en design dar honorna testades forst och darefter hanarna. Pa det viset
minimerades eventuella storningar mellan konen.

Hanarna hade i denna studie generellt en hogre kortikosteronhalt i dygnsurinen &n
honorna. Brown & Grunberg (1995) fann att hanrattor hade hogre kortikosteronnivaer nar
de holls manga pa en liten yta, medan honor hade hogre nivaer nar de holls individuellt.
Gomez-Sanches & Gomez-Sanches (1991) fann inga konsskillnader i kortikosteron eller
aldosteron, men 19-Nordeoxycortikosteron var hogre hos honorna an hos hanarna nér de
holls individuellt i metabolismburar av rostfritt stal under 20 dagar fran 10 veckors alder.
Nér det galler studier av metabolism av olika substanser skiftar det mellan kénen beroende
pa vilken substans man testar (Claassen, 1994). Hanarnas hogre halt av kortikosteron i
denna studie kan eventuellt vara kopplat till att de hade ett hogre foder- och vattenintag
och en hogre tillvaxt. Dock var det inga konsskillnader i aktivitetsnivan och de flesta
beteendena.

Ett problem med att anvanda kortikosteronhalter i dygnsurin &r att den inte gick att jamfora
med kontrolldjuren som var placerade i ordinarie burar med strébadd. Jag utgar darfor
ifran att de kortikosteronvarden som erhélls dag 5-11 &r normalvéardena. Gomez-Sanches
& Gomez-Sanches (1991) fick ca 400 ng/24 tim. kortikosteron i urin fran metabolismburar
andra dygnet och ca 100 ng/24 tim. dag 5-16, men med den 6kad halt dag 18-20 (ca 200
ng/24 tim.). Fordelen med att analysera fran dygnsurinen ar att de toppar och dalar man
normalt far nar det galler kortikosteronhalter (Claassen, 1994) jamnas ut till ett medelvérde
per 24 timmar. Denna studie visar att detta dygnsvarde gav ett bra matt pa rattornas
stressniva de forsta dygnen i metabolismburen och att stressnivan verkade vara lag dven
om rattorna satt i metabolismburarna sa lange som 11 dygn, vilket ofta inte
rekommenderas ur djurvalfardssynpunkt. Det kan till och med vara sa att rattorna inte blir
stressade forran efter dag 16 som visats i en studie (Gomez-Sanches & Gomez-Sanches,
1991). Fran denna studie kan vi inte dra nagra slutsatser om hur kortikosteronhalterna lag
fran dag 12 och framat, men det finns en mojlighet att rattorna skulle ha upplevt en viss
stress om de hade fatt sitta langre &n 11 dygn.
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6.3 Kroppstemperatur

Kroppstemperaturen visade inte pa nagra tydliga skillnader mellan burarna och den
skiftade en del mellan dagarna for alla burtyperna. Eftersom det var mycket aktivitet i
rummet orsakat av alla matningar kan djuren ha paverkats av detta och darmed kan vissa
djur ha haft en hogre kroppstemperatur nér man tog ut dem ur buren. Eikelboom (1986)
fann att kroppstemperaturen hos rattor 6kar som en respons pa att de forvantar sig att bli
hanterade. Eftersom vi tog ut rattorna vid samma tid varje dag kan de ha lart sig rutinerna
och av den anledningen fatt en 6kad kroppstemperatur dver de 11 dagarna.
Stressinducerad hypertermi, dvs. en 6kning av kroppstemperatur orsakad av hantering och
stress ar visat i tidigare studier pa ratta (Briese & de Quijada, 1970; Kluger m.fl., 1987;
Briese & Cabanac, 1991).

Kroppstemperaturen var hdgre hos honorna én hos hanarna, men de hade &ven en viss
cyklicitet sa att vissa dagar var skillnaderna gentemot hanarna stérre. Detta kan hanga ihop
med honornas ostruscykler (Claassen, 1994).

I denna studie var det en interaktion mellan bur, kén och dag, vilket gor att man inte kan
dra nagon slutsats om vilken av de tre faktorerna som hade storst betydelse for hur
kroppstemperaturen fordndrades. Generellt verkade B och C ha de lagsta
kroppstemperaturerna, medan kontrollerna, E och F hade hdgre kroppstemperatur under
dagarna i metabolismburarna. Alla burar sag ut att ha haft litet lagre kroppstemperatur
under kontrollmétningarna i Makrolonburen dagen innan de placerades i
metabolismburarna. Spridningen mellan burarna var storre for honorna &n for hanarna.

Vid matning av kroppstemperaturen lyftes rattorna ur metabolism- eller kontrollburen och
bars i en Makrolonbur till for-laboratoriet strax intill djurrummet. Det &r méjligt att
rattorna pa denna korta stund hann fa en forandring i sin kroppstemperatur. Det tar bara
nagra minuter for rattor att fa en 6kning i kroppstemperaturen efter det att de har lyfts ur
sin bur (Briese & de Quijada, 1970). Om de samtidigt reagerade olika individuellt pa
hanteringen, dvs. vissa kanske blev stressade av att hanteras medan andra inte blev det, blir
tolkningen av kroppstemperaturen &nnu svarare.

6.4 Kroppsvikt

Viktokningen hos rattorna i metabolismburarna foljde den for kontrollrattorna vél utom for
dem i bur C, och i ndgon man bur E och F. Anledningen till att rattorna i bur C gick ner
forsta dygnet i buren och sedan inte lyckades hamta upp den nergangen férran pa slutet av
de 11 dagarna &r troligen att de hade svart att na fodret som var placerat bakom ett
gallerforsett glasror. Rattorna var tvungna att sticka in huvudet och en del av framkroppen
for att komma at att bita i foderpellets bakom gallret. De verkade behdva nagra dagar for
att lara sig detta. Pa nagra av dessa C-burar hade personalen bant isar gallret sa att rattorna
skulle komma at fodret béttre. Det rapporterades aven att man ibland lagger in foderpellets
direkt pa gallergolvet nar man ser att rattor har problem att na fodret. Detta leder dock till
att faeces och urin blir kontaminerat med foderspill.
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Rattorna i bur E l1ag ocksa lagre i viktokning an kontrollrattorna under hela studien.
Eftersom de inte skilde sig at fran kontrollrattorna i foderintag ar denna skillnad svar att
forklara. Mojligen kan de ha forflyttat sig mer i E-buren eftersom den var morkare, och
rattor normalt &r aktiva nattetid nar det ar morkt, och darmed kan de ha gjort av med mer
energi. Det var for morkt inne i E-burarna for att kunna videofilma dem, sa detta ar bara
spekulationer.

Rattorna i bur F hade en kraftig minskning i viktokningen andra dygnet, men eftersom de
for ovrigt ligger parallellt med kontrollrattorna ar detta svart att forklara. Det var aven farre
rattor i bur F sa en ratta som minskar i vikt ger ett storre genomslag. Sorensen m.fl. (2008)
fann att hanrattor 6kade mindre i vikt under de fem dygn de holls i metabolismburar
jamfort med fore eller efter det att de satt i metabolismburarna.

Generellt sett 6kade hanarna snabbare i vikt &n honorna i denna studie. Det tillhor den
normala konsskillnaden i tillvaxt och vuxenstorlek som ar utméarkande for rattor.
Viktokningen som sker med stigande alder ar starkt beroende av kon och vilken avelslinje
djuret tillnor (Claassen, 1994). Yamauchi m.fl. (1981, i Claassen, 1994) fick en
viktsokning fran 4-9 veckors alder pa ca 130 g for honor och ca 220 g for hanar vid en
rumstemperatur pa 22° C.

De rattor som fick den radioaktivt méarkta substansen dag 0 istallet for dag 5 hade generellt
samma tillvaxt. Men, rattorna i bur C hade lagre tillvaxt dag 1, 3 och 4 nar de fick
substansen dag 0. Detta kan indikera att erhallandet av substans ytterligare 6kade den
eventuella ”stress” det innebar att placeras i bur C.

6.5 Fodointag

Méangden foder som rattorna at skilde sig at mellan burarna, och det var sarskilt i bur C
som rattorna at mindre. Anledningarna till detta har diskuterats i anslutning till
viktokningen (se ovan). Det dr angeldget att tillverkarna av bur C gors medvetna om de
problem rattorna har att na fodret. Buren skulle sékert kunna utvecklas med en kortare
gang in till fodret och dven en uppsamling av foderspill nar de gnager pa fodret genom
gallret. 1dag kan &ven det foderspillet 14tt trilla ner genom gallergolvet och kontaminera
urin och faeces.

Hanarna at mer foder &n honorna och detta aterspeglar vél den okade tillvaxten hanarna
hade (se ovan). | en studie av Sherman rattor som holls individuellt i metabolismburar
under 3 manader at hanrattorna en stérre mangd foder &n honrattorna néar de var 5, 6, 7, 12
och 16 veckor gamla. Dessa varden raknades om i forhallande till djurens kroppsvikt och
da at hanrattorna mer vid 5, 6 och 7 veckors alder medan honrattorna at mer vid 12 och 16
veckors alder (Cizek & Nocenti, 1965). | denna studie var honorna 11 veckor vid
placeringen i metabolsimburarna, och de at under de 11 dagarna i genomsnitt 17.2 g. foder
per dygn. Cizek & Nocenti (1965) visade att honrattorna at i genomsnitt 15 g foder per
dygn nar de var 7 veckor och 19 g. nér de var 12 veckor. | denna studie var hanarna 8
veckor vid placering i metabolismburarna och de at da i genomsnitt 24.6 g. foder per dygn,
vilket ar betydligt mer an i studien av Cizek & Nocenti (1965) som fann att hanrattor at 17
g. vid 7 veckor och 22 g. vid 12 veckors alder. Skillnaderna kan bero pa att det &r storre
konsskillnader i bade total vikt, tillvaxthastighet och darmed metabolism mellan
Shermanrattorna fran 1965 och Sprague Dawleyrattorna fran 1999. Yamauchi m.fl. (1981 i
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Claassen, 1994) fann inga skillnader i foderintag mellan kénen néar rattorna var 5 veckor
gamla, men nar de var 10 veckor hade hanarna ett hdgre foderintag an honorna. Det borde
vara sa att hanar har ett hogre behov av naringsintag pga. av sin hogre tillvaxthastighet.
Man kunde dven ténka sig att de forbranner mer energi genom en 0kad aktivitet, men vi
fann inga skillnader i inaktivitet mellan konen sa det forklarar inte skillnaderna i denna
studie.

Den halft av rattorna som fick substans dag 0 jamfort med de rattor som fick substans dag
5 skilde sig inte at generellt i foderintag, men i bur C hade rattorna ett lagre foderintag
under dag 1 nar de hade fatt substans dag 0. Detta kan tolkas som att deras metabolism
gick langsammare under den dag da de at samst i bur C. Det paverkade dock inte den totala
recoveryn av substans fran bur C.

Nar man jamfor beteenderegistreringarna av att rattorna at foder med det totala
dygnsintaget av foder skiljer det sig at framforallt pa grund av att rattorna i bur B krop in i
fodergangen och lag dar under lang tid. Eftersom det inte gick att skilja pa att vara i
gangen och ata mot att vara i gangen och inte ata sager den registreringen inte nagot om
det totala atbeteendet. | bur A hade rattorna ocksa en fodergang, men de verkade inte ligga
i den nar de inte at, och dygnsmedelvérdena for bur A och C ligger relativt nara varandra. |
bur C var det latt att se nar rattorna at, och precis som for totalintaget foder erhélls har ett
lagre vérde dag 1 &n for de andra dagarna. Utifran de observationerna foreslas det att
rattrona i bur C antingen inte hade hittat fodret dag 1 eller sa forsokte de inte att na fodret
som lag langre in i den smala gangen. Efterhand som de blev hungrigare anstrangde de sig
troligen mer for att na fodret, vilket ledde till att medelvardet for foderintagsbeteende var
hdgre dag 2 och allra hdgst dag 3. For bur F var dygnsmedelvérdena for
foderintagsbeteende mycket laga over alla dygnen. Detta Gverensstammer inte med den
totala mangd de &t som hade ungefar samma medelvarde som for de andra burarna,
inklusive kontrollburen. | bur F kunde rattorna plocka ut foderpellets ur automaten och ata
dem var som helst i buren. Man aterfann ofta halvétna foderpellets pa gallergolvet vid de
dagliga vagningarna och insamlingarna. Nar rattor at pellets 6ver gallergolvet kade
kontamineringen av urin och faeces, vilket &r en nackdel f6r denna metabolismbur och det
skulle behova atgardas innan buren kan bli kommersiell. Foderintagsbeteendet gav inte
heller en bra aterspegling av konsskillnaderna, eftersom honrattorna tycktes dta nagot mer
dag 1-4, medan den totala mangden foder som gick at var signifikant hogre for hanrattorna
vid alla 11 dygn. Eventuellt kan skillnaderna bero pa att honrattorna at langsammare &n
hanrattorna.

6.6 Vattenintag

Dygnsintaget av vatten skiljde sig inte at fran kontrollburarna i metabolismbur A och B.
For bur C var vattenintaget lagre 6ver alla dagarna, och det var sérskilt lagt dag 1 och dag
6. Medan nedgangen i vattenintag dag 1 kan vara kopplat till placeringen i buren eller
administrationen av substansen, kan inte nedgangen dag 6 forklaras av nadgondera av dessa
faktorer. Vattenintaget var ocksa lagre for bur E, och hade avvikande vérden dag 5, 6 och
7. Under dag 5 och 7 kan det eventuellt ha berott pa lackage fran vattenflaskorna. Under
dag 6 var vattenintaget lika lagt som for bur C, och det finns ingen bra forklaring till varfor
det var sa dag 6. Vattenintaget aterspeglar i viss man foderintaget, och i bur C dag 1 var
bade foderintag och vattenintag reducerade. Dock ser man inte samma samband for dag 6.
Korrelationsanalyser mellan foder- och vattenintag har inte gjorts pa grund av de olika
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burarna, de tva konen, de tva administrationsdagarna av substans och de upprepade
matningarna inom bur.

Hanarna hade ett hogre dygnsvattenintag an honorna, och detta har &ven visats i tidigare
studier dar de tva kdnen har varit lika gamla (Cizek & Nocenti, 1965). Detta aterspeglar

ater igen att det finns ett samband mellan foderintag och vattenintag. Vattenintaget har i

tidigare studier visat sig variera mycket mellan inavlade linjer av rattor, vilket har lett till
att fordelningen mellan vatten och foderintag ocksa varierar mycket mellan linjerna dven
om inte foderintaget varierar sa mycket mellan linjerna (Walsh, 1980).

Beteendeobservationerna av vattenintag visade dock att honorna oftare registrerades utféra
vattenintag an hanarna. Detta kan antingen bero pa att honorna tog langre tid pa sig att ta in
samma vattenmangd som hanarna, eller pa att beteenderegistreringarna inte avspeglar det
totala vattenintaget pa ett korrekt sétt.

Beteendet att ta in vatten visade ocksa pa skillnader mellan burarna, och skarskilt bur A
och B hade betydligt fler registreringar av vattenintag &n kontrollburen. Det
overensstimmer inte med resultaten pa dygnsmangden av vatten som réttorna intog. Aven
for bur C och F skiljde sig vardena at mot kontrollburen, men déar var de lagre vissa dagar
och hogre andra dagar. Dessa skillnader beror troligen pa att det rackte att rattan hade
nosen inom ett visst avstand fran vattennippeln for att det skulle registreras som
vattenintag. Detta visar pa de problem det innebar att géra beteenderegistreringar om de
inte avspeglar djurets beteende korrekt. Eftersom metabolismburen &r relativt liten kan
rattorna ha befunnit sig nara vattennippeln bara av en slump, och darmed avspeglar
registreringarna inte vad rattrona egentligen gjorde.

6.7 Inaktivitet

Rattorna var dver hela dygnet generellt ganska inaktiva, dvs. de Iag ned och gjorde inget
annat (runt 70% av observationerna). Detta 6verensstammer ganska val med en tidigare
studie som fann att grupphallna Sprague-Dawley hanrattor var inaktiva 74% av dygnet
(Spangenberg, 2007). Hurst m.fl. (1997) fann att individuellt hallna hanrattor hade
minskad aktivitet. En tidigare studie fann att hanrattor var betydligt mer aktiva nattetid nar
de holls i rostfria stalburar med gallergolv an nér de hélls i polycarbonatburar med stro,
men att det inte var nagra skillnader i den laga aktivitet dagtid som registrerades i bada
burtyperna (Rock m.fl., 1997). | samma studie hade individuellt hallna rattor hogre
diastoliskt blodtryck och en tendens till hogre systoliskt blodtryck och generellt blodtryck
an grupphallna rattor (Rock m.fl., 1997).

Det var en stor skillnad mellan burarna och rattorna i kontrollburen tycks ha varit mest
inaktiva (drygt 75% av observationerna), vilket Gverensstimmer med tidigare resultat
(Rock m.fl., 1997; Spangenberg, 2007). | bur B registrerades rattorna ha en valdigt Iag
inaktivitet, men det beror pa att de lag i fodergangen och da registrerades som
foderintagsbeteende. Det var ganska stora skillnader inom burtyp och mellan dygnen. Det
kan finnas olika orsaker till detta. T ex hade djuren i bur C en l&gre inaktivitet, dvs. de var
mer aktiva, dag 1-4, an rattorna i kontrollburen. Rattorna i bur A var daremot avsevart
mindre inaktiva an dem i kontrollburen alla 11 dagar, och rattorna i bur F var nagot mindre
inaktiva dn kontrollburens rattor under samtliga dagar. | denna burtyp kunde de ha social
kontakt med varandra genom halen i burvaggen. Hurst (1997) visade att individuellt hallna
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hanrattor som kunde upprétthalla en kontakt med grannrattorna genom olika avskiljare
visade mindre aggressivitet nar de senare blandades.

Det var inga konsskillnader i inaktivitet och det skiljde sig mellan dagarna, men dag 1-4
var hanarna nagot aktivare och darefter varierade det ndgot mellan dagarna.

6.8 Renlighet och putsningsbeteende

Rattorna i bur C och E, sarskilt hanrattorna i bur C, hade en samre gradering pa
renlighetsbedémningen an rattorna i kontrollburen, samtidigt som andelen
putsningsbeteende hos rattorna i bur C inte avvek namnvart fran rattorna i kontrollburen.
Rattorna i bur E kunde inte observeras via video pa grund av att den hade ogenomskinliga
sidor, sa vi vet inte om de putsade sig mindre. Det &r intressant att notera att de rattor som
bedémdes som rena i bur A, B och F ocksa putsade sig mer an kontrollrattorna. |
kontrollburarna, som hade span pa botten, putsade sig rattorna ca 6-7% av observationerna,
medan de i bur A, B och F putsade sig i genomsnitt 16-17% av observationerna.
Renlighetsbedémningen gav en samre gradering ju langre tid rattorna satt i
metabolismburarna. Detta kan tolkas som att rattorna trots dkat putsningsbeteende i
metabolismburarna inte lyckades hélla sig helt rena. Rattor kan borja putsa sig som en
respons pa att de placeras i en fraimmande miljo (Bindra & Spinner, 1958; Bolles, 1960),
och putsning som utfors under en hog vakenhetsniva har beskrivits som en omriktat
beteende som kan vara viktig for att aterstélla det homeostatiska tillstandet (Cohen &
Price, 1979; Jolles m.fl., 1979). Administrering av adrenocorticotropiskt hormon har visat
sig inducera mycket putsning av den egna péalsen hos rattor (Gispen & Isacsson, 1981;
Spruijt & Gispen, 1983). Hurts m.fl. (1997) fann att individuellt hallna hanrattor putsade
sig mer an grupphallna hanrattor. Det 6kade putsningsbeteendet i metabolismburarna kan
darfor tolkas som ett uttryck for stress-inducerad putsning som foljd av upplevd stress i
metabolismburen.

Det var inga signifikanta skillnader mellan kdnen i andelen putsningsbeteende, och
renlighetsbedémningen visade bara en nagot mer markbar skillnad mellan kénen for bur C,
medan kontrollburens varden var lika. | tidigare studier har man funnit att nar rattor
placeras individuellt i en frammande milj6 putsar sig hanar mer &n honor (Woods, 1962;
Hughes, 1968), medan andra har funnit att honor putsar sig mer an hanar (Hannigan m.fl.,
1987) och ater andra inte har fatt nagon skillnad mellan kénen (Moore, 1986; Hughes &
Pither, 1987). Nar en juvenil ratta placeras hos individuellt hallna rattor putsade sig
hanrattorna betydligt mer &n honrattorna, men nar ett frammande féremal placerades i
deras bur tenderade honrattorna att putsa sig mer (Thor, m.fl., 1988).
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6.9 Undersdkande beteende

Rattorna uppvisade en hogre andel undersokande beteende i kontrollburen och bur F an i
de dvriga burarna. Detta kan bero pa att bur A, B och C var runda, relativt sma och att de
inte stimulerade rattorna till att nosa sa mycket. | kontrollburen hade rattorna spanet som
de kunde nosa i och dven grava i, vilket kunde leda till att nya dofter kom fram. | bur F
hade rattorna hal i vaggarna som pa en eller tva sidor ledde in till grannburen dar en annan
ratta satt. Tanken med att ha hal mellan rattorna var just att det skulle stimulera deras
sociala och undersokande beteende och pa sa viss fungerade detta bra. Hurst m.fl. (1997)
har ocksa funnit att individuellt hallna hanrattor undersokte granserna till grannrattor.

Andelen undersokande beteende var hogst dag 1 da det 1ag runt 15% av observationerna.
Resterande dagar 1&g det pa 6-10% av observationerna i bur A, B och C, medan det lag pa
11-17% i bur F och kontrollburen. Rattor har i tidigare studier uppvisat en hog andel
undersokande beteende nér de introduceras till en ny miljo, men beteendet avtar snabbt
med tiden (Barnett, 1963).

Det var inga signifikanta konsskillnader i andelen understkande beteende. I en tidigare
studie fann man att individuellt halla hanrattor undersckte en juvenil ratta som placerades i
deras bur under langre tid an vad honrattor gjorde (Thor m.fl., 1988). Forfattarna menade
att konskillnaderna var storre &n vad man har funnit i tidigare studier nar rattor placeras i
en frammande bur.

6.10 Onormalt och socialt beteende

Det var endast ett fatal onormala beteenden hos rattorna, dvs. att de jagade sin egen svans
och att de vaggande med huvudet upp och ner upprepade ganger. Detta var nagot
overraskande eftersom det ar ganska onormala forhallanden for en ratta att vistas ensam pa
gallergolv i en liten bur med mycket ljusinslapp. Tidigare studier har funnit att individuellt
hallna rattor hade en 6kning i sjalvriktade beteenden som t ex att jaga sin egen svans,
manipulera sin egen svans och att putsa sig (Hurst m.fl., 1997). I denna studie holls
rattorna individuellt under endast 11 dagar, och de onormala beteendena kanske tar langre
tid for att utvecklas. Den linje av ratta som anvandes i denna studie anses ocksa vara
ganska lugn, och en mer aktiv rattlinje kanske lattare skulle ha utvecklat onormalt
beteende. Dock har rattor i preferenstest valt burar med span istéllet for gallergolv (Blom,
1993), och de har dven varit beredda att lyfta en lucka med tyngder for att kunna komma in
till en bur med baddmaterial nar de har vistats pa gallergolv (Manser m.fl., 1996).

De onormala beteendena registrerades 7 ganger i bur B, 4 ganger i bur C och en gang i
kontrollburen. Vid en jamforelse med de andra parametrarna skulle man ha forvantat sig
hogst antal registreringar av onormala beteenden i bur C, eftersom rattorna dar hade
problem med att na fodret. Bur B tycktes fungera bést for de andra parametrarna och det &r
darfor forvanande att rattorna Overhuvudtaget uppvisade onormal beteenden i den buren,
samt i kontrollburen. De onormala beteendena kanske i forsta hand ar ett uttryck for att
rattrona holls individuellt.
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6.11 Placering i buren

Rattorna vistades totalt sett dver alla burtyperna mest utmed vaggarna av
metabolismburen. Detta beror pa att rattor normalt undviker 6ppna ytor och haller sig nara
vaggar och andra strukturer for att inte bli upptéckta av rovdjur (Barnett, 1963). Att
rattorna vistades nagot mer i mitten av buren i bur C, F och D kan bero pa att de inte kande
sig trygga utmed vaggarna som var gjorda av genomskinlig plast. Von Weiss & Taylor
(1985) fann att rattor foredrog en bur som hade en svartmalad bakre vagg framfor en som
hade genomskinliga sidor. Bur A hade malats med svart farg pa sidorna for att ge rattorna
en mer skyddad miljo. I bur B krop rattorna ut i fodergangen och lag dar under langre tider.
Detta kan utgdra en nackdel om de urinerar och avger faeces i gangen, men for rattorna
tillgodoser det formodligen deras normala beteende behov av att kunna krypa in i en gang
vid vila. Tidigare studier har visat att rattor foredrar burar som har en bolada (Townsend,
1997; Manser m.fl., 1998). Vid planeringen av denna studie diskuterades det om en bolada
som stod direkt pa gallret sa att urin och faeces fortfarande skulle fara ned genom gallret
hade varit en bra berikning av metabolismburen. Men, for att inte ha for manga parametrar
som varierade vid utvarderingen valde vi att inte berika burarna i detta test. Sorensen m.fl.
(2008) utvecklade och testade ett ladformat berikningsféremal pa 12 hanrattor som holls
individuellt i metabolismburar under fem dygn. De fann att rattorna med berikningsladan
Okade mer i vikt efter de fem dygnen i metabolismburen, samt att de hade lagre
faecesmangd och lagre urinkreatinin under de fem dygnen i metabolismburen, vilket ledde
till att de drog slutsatsen att rattornas valfard till viss del var battre nar de fick ha en
berikningslada i metabolismburen (Sorensen m.fl., 2008). I ett uppfdljande preferenstest
vistades rattorna mest i tunneln mellan de berikade och de icke berikade
metabolismburarna (Sorensen m.fl., 2008).

Det var ingen signifikant effekt av dag i studien i var de valde att vistas i buren. Det kan
tolkas som att de redan dag 1 valde ett stélle att vistas pa och att det sedan inte varierade
Over studien.

Hanarna vistades signifikant mer utmed burvédggen an vad honorna gjorde, men det var
inga skillnader mellan konen i att vistas mitt i buren eller i fodergangen. Eftersom detta
inte ger nagon entydig bild &r det svart att spekulera kring varfor det blev sa.

Social isolering av rattor har foreslagits orsaka langsiktiga forandringar i deras fysiologi
och beteende (de Jong m.fl., 2005), och rattor har visat sig foredra att vistas i grupp aven
nar de utsatts for social stress (Hurst m.fl., 1999). En bra form av berikning skulle darfor
kunna vara att halla tva rattor tillsammans i metabolismburen. Da skulle de fa stimulans
genom social kontakt, och man skulle kunna dela alla varden med tva for att kunna jamfora
med tidigare studier. Det skulle dock behévas dubbelt s& manga rattor da, vilket gor att
man inte uppnar "Reduce” inom 3R-begreppen, men man skulle kanske uppna "Refine”
istallet (Russel & Burch, 1959).

6.12 Sammanlagd utvardering av burarna
For att kunna avgora vilken av metabolismburarna som har fungerat bést rangordnades de
fran bast” (5) till "samst” (1) utifran en jamforelse mellan varje metabolismbur och

kontrollburen (bur D, individuell hallning i Makrolonbur). Detta gjordes for parametrarna
recovery, kortikosteron, kroppstemperatur, kroppsvikt, fodointag och vattenintag (Tabell
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15). Beteendet beddmdes inte kunna ldggas in i denna rangordning. Nar det géller t ex
kroppstemperatur blir rangordningen A (béast) foljt av E, F, sedan B och sist C (samst)
(Tabell 13). Totalt sett fick B den b&sta bedomningen, dérefter A och E (Tabell 13).
Metabolismburarna C och F fick sémst bedémning. En anledning till att F fick sa lag total
rangpodang &r att den inte ingick i registreringarna av recovery och darmed tappade poéng.
Déarut6ver blev kortikosteronhalterna valdigt hoga, troligen pa grund av att bada konen
holls sa ndra varandra att de kunde ha noskontakt genom halen i vaggen. Dessutom var inte
foder- och vattentilldelningen sa val fungerande som den borde vara i en fullt utvecklad
och kommersiellt anvandbar metabolismbur. Bur C fll ut med laga poéng i alla parametrar
utom recovery, vilket &r viktigt att beakta eftersom den anvands mycket inom forskningen
och det dr den enda kommersiellt tillgdngliga metabolismburen for att samla in CO..

Tabell 13. De parametrar som mattes har rangbeddémts mellan de fem metabolismburarna jamfért med
kontrollburen dar 5 ar bast och 1 &r sdmst beddémning for varje parameter. Behovet av acklimatisering for
de olika parametrarna har ocksa bedémts utifran resultaten i denna studie

Parametrar A B C E F Acklimatisering
Recovery 2 5} 4 3 - Ingen

Kortikosteron 4 5 2 3 1 Minst 4-5 dagar
Kroppstemperatur 5 2 1 4 3 Oklart

Kroppsvikt 4 5 1 2 3 Minst 2-3 dagar
Fodointag 4 5 1 3 2 3 dagar C, 1 dag 6vriga
Vattenintag 4 5 1 3 2 4 dagar

Renlighet 4 5 1 2 3 Ingen, samre med tiden
Total rangpoang 27 32 11 20 14 Ca 4 dagar
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7. SLUTSATSER

Fran denna studie kan man dra sex huvudsakliga slutsatser:

1. Metabolismbur B (Tecniplast stora) fungerade bast pa grund av att rattorna
hade hogst recovery, lagst kortikosteron i dygnsurin, hogst viktokning och
hdgst foder- och vattenintag.

2. Metabolismbur C (Jencons Metabowl) fungerade samst pa grund av de
svarigheter rattorna hade att komma at fodret pa grund av burens konstruktion,
vilket ledde till lagre viktokning och vattenintag, samt sémre recovery néar de
fick substansen dag 0.

3. Det tog ca fyra dygn innan rattorna hade acklimatiserat sig till
metabolismburen, baserat pa den sammanlagda utvarderingen av burarna.

4. Recovery fungerade i stort sett lika bra i alla metabolismburar oavsett om
substansen gavs dag O eller 5.

5. Rattorna lag mindre, nosade mindre pa buren och putsade sig mer i
metabolismburarna &n i kontrollburarna, utom i metabolismbur C. Det var fa
onormala beteenden i alla burar.

6. De 11 dagarna i metabolismburarna paverkade inte rattornas valfard for de
metabolismburar som fungerade bra.

Med utgangspunkt fran dessa slutsatser rekommenderas det att metabolismbur B anvénds i
forsta hand vid metabolismstudier, att rattor ges fyra dygn for acklimatisering och att
metabolismbur C utvecklas for att battre tillgodose rattornas behov av att na fodret. Vilken
typ av bur som bor anvanda beror pa studiens syfte, men det behdvs insikt hos forskarna
om de olika metabolismburarnas for- och nackdelar vid valet av bur i studien. Detta ar
viktigt bade for att uppna goda forskningsresultat och for att uppratthalla en god valfard for
rattorna i forsoket.
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Bilaga 1
Dagliga rutiner i forsoket

Nar rattorna anlander till djuravdelningen kontrolleras de och placeras sedan 2 st per
Makrolonbur. De ges minst 7 dagars acklimatiseringsperiod. Forsoksdagbok fors fran det
rattorna anlander till djuravdelningen och signeras dagligen av den som hanterat rattorna.
Nagra dagar efter ankomst injiceras mikrochips i alla rattor. Ca 12 dagar efter ankomst tas
alla O-prover; kroppstemperatur, renlighetsgrad, kroppsvikt, foderforbrukning, vattenfor-
brukning, samt beteende fran 24 timmars videoinspelning. Dagen darefter placeras rattorna
enligt ett randomiserat protokoll i metabolismburarna. Videofilmen byts och inspelningen
fortsatter. Under de 12 dagarna i metabolismbur foljs schemat enligt féljande ordning och
vid samma tidpunkt varje dag.

KI. 8.00 startar registreringarna enligt féljande:

1. Skriv upp temperaturen och luftfuktigheten i rummet pa protokoll uppsatt pa dorren i for
lab.

2. Byt videoband

3. Lyft over rattan i en liten Makrolonbur och for matpennan for kroppstemperatur utmed
rattans sidor, nar temperaturen syns pa displayen sparas vardet pa datorn, samt skrivs upp
pa sarskilt protokoll.

4. Placera rattan i Makrolonburen pa vagen, vég rattan och skriv upp.

5. Registrera renlighetsgraden pa rattan.

6. Tag av kolvarna for urin och faeces medan rattan ar utanfor buren och placera dem i
sarskilt stall, satt pa ny kolv for skoljvatten.

7. Spola av buren med ca 40 ml vatten som samlas i sérskild méarkt kolv, tag bort kolven
med skoljvatten och stall med 6vriga kolvar.

8. Satt nya markta kolvar for urin och faeces pa buren, kontrollera etiketten noga sa att
inga forvaxlingar sker.

9. Satt tillbaka rattan i buren.

10. Vég foderbehallare och vattenflaska, fyll pa nytt foder och vatten.

11. Upprepa proceduren ovan for var och en av de 16 rattorna. Nar allt ar klart stang
dorren in till djurrummet s att rattorna far lugnt.

12. Bér alla kolvar till rum med lab. vag kopplad till dator (PC Log), for matpenna dver
etiketten pa kolven, stall kolven pa vagen, spara vikten i datorn, samt skriv ned den pa
sérskilt protokoll.

13. Pipettera 6ver 1 ml urin till eppendorfror, som forses med etikett med rattans nr och
datum och sedan placeras i frys.

14. Urin och faeces fran de 7 forsta dagarna efter att rattorna fatt substans maste hanteras
extra varsamt (radioaktiv, se sarskilt papper), och nya ror ska forses med radioaktiv markta
etiketter. Urin halls i ror och forses med etikett och lock, varefter den placeras i frys.
Faeces halls i plastpasar och forses med radioaktivt markt etikett eller AH-etikett med
forsoksnr, ratt nr och datum.

15. Alla anvénda ror tas till disken och for lab. stélls iordning.

16. Fyll i forsoksdagboken, och beskriv sérskilt noga om nagot hant eller blivit fel sa att
man kan ta hansyn till det vid analysen.
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Bilaga 2

VECKOSCHEMA
Studie: Metabolismburar 24060 Djurslag: Ratta Forsoksledare: Lena Lidfors
Vecka | Datum | Mandag | Tisdag Onsdag | Torsdag Fredag Loérdag | Séndag
24 8-14/6 18 rattor Chips
ankomst injektion
25 15-21/6 Seminarie Mote om | Forbered Start 1a
om studie studie studie 1 0-vérde
26 22-28/ Dag 1 Dag 2 Dag 3 Dag 4 Dag 5 Dag 6 Dag 7
6 subst.6r. | 16r. ank. subst.6 r
27 29/6-5/7 | Dag 8 Dag 9 Dag 10 | Dag11 Dag 12 Ut Start 1b
ur bur 0-vérde
28 6-12/7 | Dag1l Dag 2 Dag 3 Dag 4 Dag 5 Dag 6 Dag 7
subst.6r. subst.6 r
29 13-19/7 | Dag 8 Dag 9 Dag 10 | Dag 11 Dag 12 Ut
chipsinj. | 16r. ank. ur bur
30 20-26/ 7 | Vaga ror Stéll upp | Forbered Start 2a
chips inj. burar studie 2 0-vérde
31 27/7-2/8 | Dag 1 Dag 2 Dag 3 Dag 4 Dag 5 Dag6 |Dag?7
subst.6r. | 16r. ank. subst.6 r
32 3-9/8 Dag 8 Dag 9 Dag 10 | Dag 11 Dag 12 Ut Start 2b
chips inj. ur bur 0-vérde
33 10-16/8 | Dag 1 Dag 2 Dag 3 Dag 4 Dag 5 Dag6 |Dag7
subst.6 r. subst.6 r
34 17-23/ 8 | Dag 8 Dag 9 Dag 10 | Dag 11 Dag 12 Ut
ur bur
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Bilaga 3
Tabeller med statistiska analyser

Tabell 1. Statistiska analysresultat for totalrecovery av substans fran rattor placerade i olika
metabolismburar under 7 dygn. Test av fixa effekter (3-vags variansanalys)

Kalla NDF DDF  TypelllF Pr>F
DAG 6 138 1109.93 0.0001
BUR 3 138 0.67 0.5736
KON 1 138 190.35 0.0001
SUBSTANSDAG 1 138 1.56 0.2142
DAG*BUR 18 138 1.14 0.3236
DAG*KON 6 138 75.99 0.0001
BUR*KON 3 138 191 0.1313
DAG*BUR*KON 18 138 0.95 0.5186

Tabell 2. Statistiska analysresultat for kortikosteronhalter i dygnsurin fran rattor placerade i olika
metabolismburar under 11 dygn. Test av fixa effekter (3-vags variansanalys)

Kalla NDF DDF Typelll F Pr>F
DAG 10 259 10.70 0.0001
BUR 4 259 3.39 0.0100
KON 1 259 8.53 0.0038
DAG*BUR 40 259 1.53 0.0284
DAG*KON 10 259 1.98 0.0362
BUR*KON 4 259 1.07 0.3716
DAG*BUR*KON 40 259 0.97 0.5232

Tabell 3. Statistiska analysresultat for kroppstemperatur hos rattor placerade i olika metabolismburar under
11 dygn. Test av fixa effekter (3-vags variansanalys)

Kalla NDF DDF Typelll F Pr>F
DAG 12 456 21.78 0.0001
BUR 6 456 3.70 0.0013
KON 1 456 28.25 0.0001
DAG*BUR 72 456 2.91 0.0001
DAG*KON 12 456 1.83 0.0407
BUR*KON 6 456 1.25 0.2812
DAG*BUR*KON 72 456 1.90 0.0001

Tabell 4. Statistiska analysresultat for kroppsvikt hos rattor placerade i olika metabolismburar under 11
dygn. Test av fixa effekter (3-vags variansanalys)

Kalla NDF DDF Typelll F Pr>F
DAG 10 380 29.48 0.0001
BUR 6 38 3.09 0.0146
KON 1 38 30.00 0.0001
DAG*BUR 60 380 1.78 0.0007
DAG*KON 10 380 5.31 0.0001
BUR*KON 6 38 1.40 0.2405
DAG*BUR*KON 60 380 0.98 0.5239
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Tabell 5. Statistiska analysresultat for mangden (g.) féda som rattorna intog nar de var placerade i olika
metabolismburar under 11 dygn. Test av fixa effekter (3-vags variansanalys)

Kalla NDF DDF Typelll F Pr>F
DAG 11 418 6.24 0.0001
BUR 6 38 3.38 0.0091
KON 1 38 84.77 0.0001
DAG*BUR 66 418 3.77 0.0001
DAG*KON 11 418 1.43 0.1566
BUR*KON 6 38 1.41 0.2368
DAG*BUR*KON 66 418 0.89 0.7216

Tabell 6. Statistiska analysresultat for om rattor utforde beteendet foderintag registrerat momentant var 6:e
minut under 24 timmar per dygn 10 dygn i metabolismburar resp. kontrollburar. Test av fixa effekter (3-végs
variansanalys)

Kalla NDF DDF Typelll F Pr>F
DAG 9 234 2.05 0.0351
BUR 4 234 22.69 0.0001
KON 1 234 0.75 0.3886
DAG*BUR 36 234 1.54 0.0327
DAG*KON 9 234 1.38 0.1968
BUR*KON 4 234 1.00 0.4095
DAG*BUR*KON 36 234 0.98 0.5020

Tabell 7. Statistiska analysresultat for den vattenmangd som rattorna intog (g.) nar de var placerade i olika
metabolismburar under 11 dygn. Test av fixa effekter (3-vags variansanalys)

Kalla NDF DDF Typelll F Pr>F
DAG 11 410 7.75 0.0001
BUR 6 410 8.67 0.0001
KON 1 410 22.74 0.0001
DAG*BUR 66 410 2.58 0.0001
DAG*KON 11 410 2.38 0.0072
BUR*KON 6 410 3.02 0.0068
DAG*BUR*KON 66 410 1.32 0.0598

Tabell 8. Statistiska analysresultat for om rattor utférde beteendet vattenintag registrerat momentant var 6:e
minut under 24 timmar per dygn 10 dygn i metabolismburar resp. kontrollburar. Test av fixa effekter (3-vags
variansanalys)

Kalla NDF DDF Typelll F Pr>F
DAG 9 234 0.61 0.7900
BUR 4 26 14.72 0.0001
KON 1 26 8.81 0.0063
DAG*BUR 36 234 1.18 0.2330
DAG*KON 9 234 0.40 0.9337
BUR*KON 4 26 1.59 0.2069
DAG*BUR*KON 36 234 1.16 0.2567
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Tabell 9. Statistiska analysresultat for om rattor var inaktiva registrerat momentant var 6:e minut under 24
timmar per dygn 10 dygn i metabolismburar resp. kontrollburar. Test av fixa effekter (3-vags variansanalys)

Kalla NDF DDF Typelll F Pr>F
DAG 9 234 2.68 0.0055
BUR 4 234 8.42 0.0001
KON 1 234 0.64 0.4228
DAG*BUR 36 234 2.37 0.0001
DAG*KON 9 234 3.03 0.0019
BUR*KON 4 234 1.97 0.1003
DAG*BUR*KON 36 234 1.25 0.1670

Tabell 10. Statistiska analysresultat for om rattor utforde putsningsbeteende registrerat momentant var 6:e
minut under 24 timmar per dygn 10 dygn i metabolismburar resp. kontrollburar. Test av fixa effekter (3-végs
variansanalys)

Kalla NDF DDF Type lll F Pr>F
DAG 9 234 4.19 0.0001
BUR 4 234 8.58 0.0001
KON 1 234 1.21 0.2717
DAG*BUR 36 234 2.12 0.0005
DAG*KON 9 234 3.00 0.0021
BUR*KON 4 234 0.63 0.6392
DAG*BUR*KON 36 234 1.13 0.2894

Tabell 11. Statistiska analysresultat for om rattor utforde explorativt beteende registrerat momentant var 6:e
minut under 24 timmar per dygn 10 dygn i metabolismburar resp. kontrollburar. Test av fixa effekter (3-vags
variansanalys)

Kélla NDF DDF Type lll F Pr>F
DAG 9 234 7.00 0.0001
BUR 4 234 11.27 0.0001
KON 1 234 0.09 0.7663
DAG*BUR 36 234 1.79 0.0061
DAG*KON 9 234 1.81 0.0677
BUR*KON 4 234 1.71 0.1495
DAG*BUR*KON 36 234 1.01 0.4639

Tabell 12. Statistiska analysresultat for om rattorna befann sig i mitten av buren, utmed vaggen av buren
eller intill fodret registrerat momentant var 6:e minut under 24 timmar per dygn 10 dygn i metabolismburar
resp. kontrollburar. Test av fixa effekter (3-vags variansanalys)

Mitten Mitten  Végg Véagg Fodret  Fodret

Kélla ND DDF TyplllF Pr>F TyplllF Pr>F Typlll Pr>F
F F

DAG 9 234 143 0.1762 1.70 0.0893 1.03 0.4197
BUR 4 234 419 0.0027 228 0.0616  30.32 0.0001
KON 1 234 081 0.3696 5.53 0.0196 0.84 0.3608
DAG*BUR 36 234 1.23 0.1848 1.44 0.0596 1.29 0.1374
DAG*KON 9 234 169 0.0933 241 0.0123 1.22 0.2843
BUR*KON 4 234 101 0.4032 1.68 0.1550 0.85 0.4967
DAG*BUR*KON 36 234 0.87 0.6910 1.07 0.3711 0.74 0.8568
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