
Inventaris Wob-verzoek W17-08

wordt verstrekt weigeringsgronden

nr. document NTS 2017836 reeds openbaar niet geheel deels 10.1.c 10.2.e 10.2.g 11.1

� Aanvraagformulier x x x

� NTS  x

� Projectvoorstel x x x x

� Bijlage beschrijving dierproeven 1 x x x x

� Bijlage beschrijving dierproeven 2 x x x x

� Ontvangstbevestiging en factuur x x x

� DEC-Advies x x x x

� Advies CCD x x

	 Beschikking en vergunning x x x
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1 Algemene gegevens

1.1 Vul uw deelnemernummer 
van de NVWA in.

10800

1.2 Vul de naam van de 
instelling of organisatie in.

Universiteit Utrecht

1.3 Vul de titel van het project 
in. 

Immunisaties ten behoeve van het verkrijgen van hybridomas

2 Categorie van het project

2.1       In welke categorie valt 
het project.

U kunt meerdere 

mogelijkheden kiezen.

Fundamenteel onderzoek

Translationeel of toegepast onderzoek

Wettelijk vereist onderzoek of routinematige productie

Onderzoek ter bescherming van het milieu in het belang van de 
gezondheid of het welzijn van mens of dier

Onderzoek gericht op het behoud van de diersoort

Hoger onderwijs of opleiding

Forensisch onderzoek

Instandhouding van kolonies van genetisch gemodificeerde dieren, 
niet gebruikt in andere dierproeven

3 Algemene projectbeschrijving

3.1 Achtergrond

Licht het project toe. Beschrijf de aanleiding, de achtergrond en de context. Besteed aandacht aan de bij 
vraag 2 aangekruiste categorieën.

Geef in geval van ‘wettelijk vereiste dierproeven’ aan welke wettelijke eisen (in relatie tot beoogd 
gebruik en markttoelating) van toepassing zijn.
Geef in geval van ‘routinematige productie’ aan welk(e) product(en) het betreft en voor welke 
toepassing(en).
Geef in geval van ‘hoger onderwijs of opleiding’ aan waarom in dit project, in relatie tot het 
opleidingsprogramma en eindtermen, is gekozen voor dierproeven.

Dit onderzoek is in samenwerking met Bioceros BV in Utrecht gestart, zie hiervoor ook  

Format
Projectvoorstel dierproeven

Dit format gebruikt u om uw projectvoorstel van de dierproeven 
te schrijven
Bij dit format hoort de bijlage Beschrijving dierproeven. Per
type dierproef moet u deze bijlage toevoegen.
Meer informatie over het projectvoorstel vindt u op de website
www.centralecommissiedierproeven.nl.
Of neem telefonisch contact op. (0900-2800028).

3.



http://bioceros.com/. Het immuunsysteem speelt een cruciale rol als verdedigingsmechanisme tegen 
ziekteverwekkers. Ten einde het immuunsysteem te bestuderen en te kunnen moduleren in patiënten is 
het van essentieel belang om monoclonale antistoffen te verkrijgen die gebruikt kunnen worden als 
diagnostistische of therapeutische werktuig. Hierbij wordt gedacht aan monoclonale antistoffen gericht 
tegen diverse surface markers op de cellen van het immuunsysteem. Belangrijke cellen in deze zijn B- en 
T-cellen, maar ook diverse antigeen presenterende cellen (APC), bijvoorbeeld dendritische cellen. Voor 
veel van de antigenen zijn monoclonale antistoffen te verkrijgen, maar die zijn alleen bedoelt en geschikt 
voor detectie van expressie van dit antigeen. Het doel van dit onderzoek is monoclonalen te selecteren 
en ontwikkelen die specifiek-functioneel werkzaam zijn en vanwege die zeer specifieke activiteit 
potentieel gebruikt kunnen worden als nieuw therapeuticum voor gebruik in de mens. Dit voorstel beoogt 
antilichaamproducerende B cellen te genereren tegen klinisch relevante (surface) markers zoals CD36
( . Mol. Med. 13: 288–96), CD134 (OX40, http://www.gsk.com/en-gb/media/press-
releases/2015/gsk-and-merck-to-study-immunotherapy-combination-as-potential-cancer-treatment/).
myostatine (Han HQ, 2013 Int J Biochem Cell Biol. 45:2333-47) en nog nader te bepalen targets, om 
deze vervolgens op te kweken tot hybridoma's. De door deze hybridoma’s geproduceerde monoclonale 
antilichamen worden of zullen worden gebruikt in alle denkbare inflammatoire aandoeningen waar het 
immuunsysteem een rol speelt, zoals rheumatoide arthritis, IBD, multiple sclerosis, Alzheimer's,
infectieuze ziekten als Ebola en veel soorten kanker. In deze ziekten wordt met wisselend succes ook al 
klinische trials gedaan met diverse antilichamen. Een antilichaam tegen TNF-alpha wordt bijvoorbeeld al 
succesvol toegepast in darmaandoeningen als IBD.
De meest robuuste manier om monoclonale anilichamen te verkrijgen is de klassieke benadering van 
Kohler en Milstein: ""the hybridoma technology"". Hierbij worden muizen geïmmuniseerd met het 
antigeen van interesse en wordt optimaal gebruik gemaakt van de biologische variabiliteit die optreedt 
bij een antilichaam reactie in vivo. Op deze manier is het mogelijk om veel verschillende antilichamen 
(isotypen en ididotypen) te maken tegen hetzelfde antigeen, die volslagen verschillende functionele 
activiteit hebben. Op die manier kan het antilichaam met de gewenste functionaliteit geselecteerd
worden. Bij immunisatie wordt de immuunreactie in de dieren gevolgd door bloedafname, waarna bij een 
goede immuunreactie (gemeten door de antilichaamspiegel), de muizenlymfocyten worden verwijderd en 
gefuseerd met myeloma cellen om ze te immortaliseren. Na het generen van deze zgn hybridomas wordt
uit deze verzameling van verschillende cel-lijnen de hybridoma geselecteerd die een antilichaam maakt 
dat functioneel actief is. De gebruikte testen hiervoor vallen echter buiten deze projectaanvraag en 
worden gedaan in het eigen laboratorium van Bioceros. In het kort, een in vitro assay die voorspellend 
gaat zijn voor het potentiele klinisch gebruik zal dit gaan bepalen. In sommige indicaties zullen 
antistoffen nodig zijn die signaal transductie van een receptor inhiberen (antagonist; bv voor CD36) 
terwijl in andere indicaties juist de signaal transductie van een receptor moet worden gestimuleerd 
(agonist; bv CD134). Bovendien mogen de antistoffen ook niet onverwachts binden aan andere weefsels 
waar geen target tot expressie komt (de zogenaamde kruisreactiviteit). Deze niet bedoelde 
kruisreactiviteit kan resulteren in ernstige bijwerkingen van antilichamen wanneer ze later als 
systemische behandeling gaan worden gebruikt in patienten. Het is daarom van cruciaal belang om het 
juiste antilichaam te selecteren en te testen. 
Als alternatief voor antilichaam ontwikkeling wordt tegenwoordig vaak de “antibody phage display“ 
genoemd (Wu CH, 2016, J Biomed Sci. 23: 8). Ieder mens heeft een verzameling van antistoffen. Deze 
antistoffen zijn gericht tegen ziekteverwerkers (lichaamsvreemde antigenen, zoals bacteriën en 
virussen). Via moleculaire biologische technieken kan de genetische informatie (zgn ‘ant"ibody library’)  
welke codeert voor fragmenten (ie, variabele delen, zoals scFv’s en Fab’s) van deze antistoffen op 
bateriofagen (een virus welke een bacterie kan infecteren) worden tentoongesteld  (zgn ‘phage display’). 
Voor ‘phage display’ wordt dus DNA dat codeert voor variabele delen van een antistof geplakt aan het 
bacteriofaag DNA dat codeert voor een eiwit aan de buitenkant van de bateriofaag. Op deze manier komt 
de antistof aan de buitenkant van de bateriofaag terecht, en iedere bacteriofaag brengt zodoende 1 uniek 
antistof tot expressie. Dit wordt gedaan met de gehele ‘antibody library’. Vervolgens wordt deze 
verzameling van bateriofagen geïncubeerd (dmv ‘biopanning’) met het antigen van interesse. De niet-
bindende bacteriofagen worden weggespoeld en de bindende bacteriofagen worden opnieuw 
vermenigvuldigd in hun gastheerbacterie. Uiteindelijk wordt de sequentie van het ingebrachte stuk DNA 
welke codeert voor de variabele delen van de specifiek bindende antistof bepaald, en vervolgens wordt 
deze genetische informatie gebruikt om humane IgG’s te maken. Hierbij worden de geselecteerde 
variable delen geplakt aan de constante delen (ie, bekende sequenties van zware en lichte ketens) van 
humane IgG’s. 
Ofschoon de nieuwe ‘antibody phage display’-techniek voor antilichaam ontwikkeling een goed alternatief 
is/lijkt te zijn ter vervanging van de klassieke immunisatie/hybridoma-techniek,  heeft de ‘phage 
display’-techniek voor ons doel een aantal tekortkomingen en is geen alternatief in onze situatie:



- Allereerst is het kiezen van de juiste en meest complete phage display library (het aantal 
aminozuur residuen) met de juiste stabiliteit en kwaliteit niet eenvoudig en nog niet mogelijk 
zonder grote, zo niet enorme investeringen in tijd en reagentia. Dit is nu en in de nabije 
toekomst niet mogelijk in de laboratoria van Bioceros en het IRAS.

- Verder is het essentiële verschil tussen de twee technieken voor ons specifieke doel dat de 
immunisatie/hybridoma-techniek resulteert in antistoffen tegen humane antigenen die 
immunogeen/lichaamsvreemd zullen zijn voor de muis (ie, opwekken van een immuunrepons in 
de muis), terwijl de ‘human antibody phage display’-techniek alleen antistofbinders (ie, 
fragmenten van antistoffen, zoals scFv’s of Fab’s) tegen antigenen identificeert die in principe 
immunogeen/lichaamsvreemd voor de mens zijn/zijn geweest (lees: dus antistofbinders niet 
gericht tegen humane/lichaamseigen antigenen).  Voor ons onderzoek en klinische toepassing is 
het van wezenlijk belang dat wij antistoffen oppikken tegen humane antigenen, bv humane 
oplosbare antigenen en cellulaire membraangebonden antigenen, zoals humane 
‘immunocheckpoint regulators’ en receptoren.

- -Een groot bijkomend voordeel van de immunisatie/hybridoma-techniek is dat wij in principe 
alleen die antistoffen op zullen gaan pikken met hoge affiniteit voor hun respectievelijke 
antigenen, omdat wij alleen hybridoma’s zullen gaan maken van antilichaam producerende 
muizen B-cellen ontwikkeld na de secundaire/memory immuunrespons (in tegenstelling tot IgM’s 
met lage affiniteit opgewekt tijdens/na de primaire immuunrespons). Maw we selecteren alleen 
‘ísotype-switched’ IgG-klasse antistoffen, welke de zgn ‘natural’ affiniteitsmaturatie van de 
variabele domeinen al hebben ondergaan. Antistofbinders verkregen dmv de ‘phage display’-
techniek moeten vaak na selectie nog een affiniteitsmaturatiestap(pen) ondergaan dmv 
mutagenese; een proces dat specifieke kennis vereist en bovendien een hele uitdaging kan zijn 
afhankelijk van gevonden sequenties van de variabele domeinen.

- Een tweede voordeel van de immunisatie/hybridoma-techniek is dat de verkregen antistoffen 
vroeg na selectie - dat is meestal binnen 4 maanden na de start van immunisatie - direct getest 
kunnen gaan op hun in vitro biologische activiteit in het juiste antistof-format (ie, bivalente IgG), 
terwijl dat dit met de geselecteerde monovalente scFv/Fab antistoffragmenten verkregen met de 
‘phage display’-techniek pas kan nadat deze zijn omgezet in het uiteindelijke bivalente IgG-
format.

- Het intellectuele eigendom van de huidig beschikbare ‘phage display’-technieken is erg complex,
veelal is deze techniek alleen beschikbaar in gespecialiseerde bedrijven. Het vrije gebruik hiervan
kan alleen bereikt worden na verkrijging van licentie(s); deze licentiekosten zijn niet op te 
brengen voor het IRAS of Bioceros.

- Zoals eerder genoemd, de fabricage van goede humane antistof ‘libraries’ - een verzameling aan 
humane genen die coderen voor humane antistoffen, welke een essentiele stap vormt voor het 
uiteindelijk succes van ‘phage display’ - vergt specifieke kennis, is een langdurig proces, en 
brengt hoge kosten met zich mee. Deze investeringskosten zijn niet op te brengen voor Bioceros
of IRAS.

3.2 Doel 

Beschrijf de algemene doelstelling en haalbaarheid van het project.

In het geval het project gericht is op één of meer onderzoeksdoelen: op welke vra(a)g(en) dient dit 
project antwoord(en) te verschaffen? 
In geval het een ander dan een onderzoeksdoel betreft: in welke concrete behoefte voorziet dit 
project?

Verkrijgen van therapeutisch-werkzame monoclonale antistoffen tegen nader te bepalen immuun 
gerelateerde targets.

3.3 Belang 

Beschrijf het wetenschappelijk en/of maatschappelijk belang van de hierboven beschreven 
doelstelling(en).

In diverse ziektebeelden (autoimmuunziekten zoals IBD, multiple sclerosis, rheumatoide arthritis,
allergie, kanker etc) speelt het immuunsysteem een belangrijke rol, daarom is verder onderzoek hierna 
van belang. Monoclonale antistoffen zijn een essentiele tool voor het onderzoek maar kunnen als ze juist 
worden geselecteerd ook dienen als nieuw geneesmiddel voor de bovengenoemde indicaties.
Kanker en ontstekingsaandoeningen zijn belangrijke oorzaken van ziekte en sterfte in de mens. Klassieke 



therapieen schieten vaak tekort bij deze ziekten, en de verwachting is dat meer specifiek gerichte 
medicijnen (zoals antistoffen) een hogere therapeutische index zullen hebben. Het ontwikkelen van deze 
nieuwe antilichamen (die tegen tal van mogelijk therapeutische targets gericht kunnen zijn), kan dan ook 
in hoge mate bijdragen aan de behoefte aan nieuwe specifieke therapieën. De ontwikkeling van 
monoclonale antistoffen is in vergelijking met andere nieuwe therapeutica zeer effectief en vergt een 
relatief korte ontwikkeling. Als voorbeeld van de effectiviteit van deze opzet kan genoemd worden dat 
monoclonale antistoffen ontwikkeld door Bioceros (na immunisatie door onderzoekers van het IRAS) 
volgens de eerder genoemde methode tegen OX40 (CD134) en CTLA4 momenteel getest worden in 
klinische toepassingen.

3.4 Onderzoeksstrategie

3.4.1 Geef een overzicht van de algemene opzet van het project (strategie).

Specifieke antilichaam producerende cellen worden geselecteerd uit de milt van muizen die 

geimmuniseerd worden met het eiwit/antigeen.

3.4.2 Geef een overzicht op hoofdlijnen van de verschillende onderdelen van het project en de daarbij 
gebruikte type(n) dierproef of dierproeven.

Bioceros selecteert en doet de inschatting van de mogelijkheden van antistoffen tegen specifieke 

antigenen (commercieel, patent-technisch en praktisch). In samenwerking met het IRAS wordt de 

immunisatie tegen dit antigeen opgezet. Voor de immunisatie worden muizen geïnjecteerd met het 

antigeen samen met adjuvant (bijvoorbeeld RIBI). Na booster injecties (zonder adjuvant, 2 maal in 1 

week) volgt een antilichaam titer bepaling uit bloed. Als deze titer niet hoog genoeg is volgen er nog 

meer boosterinjecties zonder adjuvant (maximaal 2). Hiervoor en hierna wordt er 1-2 wekelijks bloed 

afgenomen, tot de titer hoog genoeg is en de muizen gedood worden.

Hierna worden de muizenlymfocyten geisoleerd uit de milt en na selectie gefuseerd met myeloma cellen 

om ze te immortaliseren (generen van hybridomas).

3.4.3 Beschrijf en benoem de logische samenhang van deze verschillende onderdelen en de eventuele 
fasering in de uitvoering. Vermeld eventuele mijlpalen en keuzemomenten.

Door de immunisaties zal de antilichaamproductie tegen het antigeen gestimuleerd worden. Als deze 

productie optimaal is worden de dieren gedood, en de milt word gebruikt om antilichaam producerende 

cellen te isoleren, waarna hieruit hybridomas worden gegenereerd in vitro. Mocht er 14 dagen na de 

laatste (dus na maximaal 4) boosterinjectie geen of een te lage antilichaam titer bereikt worden word de 

immunisatie stopgezet en de muizen gedood.

De antilichaam titer in het bloed van de muizen bepaald dus het tijdsstip waarop de muizen gedood 

worden en het in vitro hybridoma gedeelte word ingezet.

3.4.4 Benoem de typen dierproeven. Vul per type dierproef een bijlage Beschrijving dierproeven in. 

Volgnummer Type dierproef 

1 Immunisatie van muizen

2

3

4

5                      

6

7

8

9

10



1 Algemene gegevens

1.1 Vul uw deelnemernummer 
van de NVWA in.

10800

1.2 Vul de naam van de 
instelling of organisatie in.

Universiteit Utrecht

1.3 Vul het volgnummer en het 
type dierproef in. 

Gebruik de volgnummers 

van vraag 3.4.4 van het 

format Projectvoorstel.

Volgnummer Type dierproef

1 Immunisatie van muizen

2 Beschrijving dierproeven

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters

Beschrijf de keuze van de experimentele aanpak en de primaire uitkomstparameters.

Antilichaam-vormende cellen worden verkregen uit de milt van muizen en onsterfelijk gemaakt door ze te fuseren 
met tumorcellen. De zo verkregen hydridoma's maken continu de gewenste antilichamen. Om
antistof-vormende cellen te verkrijgen is het nodig muizen te injecteren met het eiwit waartegen antistoffen 
gewenst zijn. Dit onderzoek wordt gedaan in proefdieren omdat de vorming van specifieke antistoffen een
complex proces is, wat alleen in een intact lichaam (in vivo) plaats vindt. Muizen worden geimmuniseerd voor het 
maken van antistoffen tegen eiwitten.

Beschrijf de beoogde behandeling van de dieren (inclusief de aard, de frequentie en de duur van de 

behandelingen waaraan de dieren worden blootgesteld) en onderbouw de gekozen aanpak.

Dieren worden behandeld volgens de “Code of practice voor het immuniseren van proefdieren” 
Immunisatie: Binnen 42 dagen worden muizen 2 tot 3 maal subcutaan of intraperitoneaal (afhankelijk van 
gebruikt adjuvant) geïnjecteerd met een oplossing met antigeen en adjuvant. Als adjuvant word bij voorkeur een 
olie-in-water emulsie gebruikt zoals bijvoorbeeld RIBI of SIGMA adjuvant 
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/s6322?lang=en&region=NL). 
Booster: Na immunisatie krijgen muizen een intraperitoneale injectie (Booster) om de antilichaamproductie te 
stimuleren. Deze booster wordt in ieder geval1 keer herhaald de volgende dag en hierna 1keer per 1-2 weken tot 
een optimale antilichaamspiegel is bereikt.
Bloedafname; Voor, tijdens en na de immunisatie en booster wordt bloed afgenomen om de antilichaam spiegels 
te bepalen. Maximaal 8 ml/kg/14 dagen. 
Euthanasie: Bij een optimale of maximale antilichaamspiegel worden de dieren gedood. Hierna wordt de milt 
geisoleerd om hieruit in vitro B cellen te verkrijgen en deze vervolgens op te kweken tot hybridoma's.

Geef aan welke overwegingen en statistische methoden worden gebruikt om het aantal benodigde dieren tot 

een minimum te beperken.

Dit voorstel beoogt antilichaamproducerende B cellen te genereren tegen antigenen om deze vervolgens op te 
kweken tot hybridoma's. Lymfocyten worden geselecteerd op antilichaam producerende B cellen, die hierna 
gefuseerd worden tot hybridoma. Deze hybridoma’s worden hierna gescreend op moab produktie. Aangezien er 
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maar relatief heel weinig B-cellen specifiek zijn voor 1 onderdeel (epitoop) van 1 antigeen vergt dit proces veel 
lymfocyten als start. Het minimum aantal dieren van 3 per immunisatie is
gekozen op basis van uitgebreide eerdere ervaring met immunisaties om voldoende specifieke B cellen te 
verkrijgen. De efficientie van antlichaamproductie (responders) is verschillend tussen individuele dieren of soms 
reageren niet (non-responders). Voor een succesvolle immunisatie en uiteindelijke screening is daarom drie dieren 
per immunisatie noodzakelijk. Er worden circa 200-250 x 10E6 lymphocyten geisoleerd / 3 dieren, waarmee
uiteindelijk ~40x 96-wells platen kunnen worden ingezet, hetgeen zal resulteren in voldoende hybridoma's om te 
screenen voor antilichaamproductie.

B. De dieren

Benoem de diersoorten, herkomst, geschatte aantallen en levensstadia. Onderbouw deze keuzes.

Mannelijke of vrouwelijke BALB/c of C57BL/6 muizen worden standaard gebruikt om (monoclonale) antistof-
producerende B cellen in op te wekken. Beide veel gebruikte muizenstammen geven de hoogste en meest 
efficiënte antilichaamproductie.
Er zullen ongeveer 12 immunisaties per jaar ingezet worden (Bioceros verwacht 12 targets per jaar te willen 
inzetten). Dus totaal worden er 12 x 3 muizen x 5 jaar = 180 muizen aangevraagd.

C. Hergebruik

Is er hergebruik van dieren?

Nee, ga door met vraag D.

Ja >  Geef aan op basis van welke overwegingen hergebruik in dit geval acceptabel wordt
geacht.

Is er in het voorgaande of in het geplande gebruik sprake van (of een risico van) ernstig ongerief?

Nee

Ja > Geef aan op basis van welke overwegingen hergebruik in dit geval acceptabel wordt geacht.

D. Vervanging, vermindering en verfijning

Laat zien hoe de toepassing van methoden voor vervanging, vermindering en verfijning zijn meegewogen bij 
het bepalen van de experimentele strategie, de keuze van de dieren en de opzet van de dierproef en welk 
keuzes daarbij zijn gemaakt.

Vervanging: De methode Kohler & Milstein voor de ontwikkeling van antistoffen is een zeer beproefde methode 
sinds meer dan 30 jaar. 
Als alternatief voor antilichaam ontwikkeling wordt tegenwoordig vaak de “antibody phage display“ genoemd (Wu 
CH, 2016, J Biomed Sci. 23: 8). Ieder mens heeft een verzameling van antistoffen. Deze antistoffen zijn gericht 
tegen ziekteverwerkers (lichaamsvreemde antigenen, zoals bacteriën en virussen). Via moleculaire biologische 
technieken kan de genetische informatie (zgn ‘antibody library’)  welke codeert voor fragmenten (ie, variabele 
delen, zoals scFv’s en Fab’s) van deze antistoffen op bateriofagen (een virus welke een bacterie kan infecteren) 
worden tentoongesteld  (zgn ‘phage display’). Voor ‘phage display’ wordt dus DNA dat codeert voor variabele delen 
van een antistof geplakt aan het bacteriofaag DNA dat codeert voor een eiwit aan de buitenkant van de 
bateriofaag. Op deze manier komt de antistof aan de buitenkant van de bateriofaag terecht, en iedere bacteriofaag 
brengt zodoende 1 uniek antistof tot expressie. Dit wordt gedaan met de gehele ‘antibody library’. Vervolgens 
wordt deze verzameling van bateriofagen geïncubeerd (dmv ‘biopanning’) met het antigen van interesse. De niet-
bindende bacteriofagen worden weggespoeld en de bindende bacteriofagen worden opnieuw vermenigvuldigd in 
hun gastheerbacterie. Uiteindelijk wordt de sequentie van het ingebrachte stuk DNA welke codeert voor de 
variabele delen van de specifiek bindende antistof bepaald, en vervolgens wordt deze genetische informatie 
gebruikt om humane IgG’s te maken. Hierbij worden de geselecteerde variable delen geplakt aan de constante 
delen (ie, bekende sequenties van zware en lichte ketens) van humane IgG’s

Ofschoon de nieuwe ‘antibody phage display’-techniek (Wu CH, 2016, J Biomed Sci. 23: 8) voor antilichaam 
ontwikkeling een goed alternatief is/lijkt te zijn ter vervanging van de klassieke immunisatie/hybridoma-techniek,  
heeft deze ‘phage display’-techniek voor ons doel een aantal tekortkomingen en is geen alternatief in onze 
situatie. Zie hiervoor het projectvoorstel, 3.1.

Verfijning:
Gezien de ethische bezwaren tegen het gebruik van Freund’s adjuvant, hebben wij in de afgelopen jaren 
onderzoek gedaan naar een alternatieve aanpak. In onze huidige aanvraag zullen wij minder belastende 
alternatieve adjuvants zoals Ribi’s adjuvant (olie-in-water emulsie) gaan gebruiken. Deze gaven in eerdere 
immunisaties goede immuunresponsen, en bovendien zeer milde of geen bijwerkingen en weinig ongerief in 
geinjecteerde muizen (in tegenstelling tot het water-in-olie emulsie Complete Freund’s adjuvant).



Vermindering:
Per immunisatie wordt het minst mogelijke aantal dieren gebruikt die het meest efficient zal leiden tot de 
productie van antilichaam hybridomas. 
Verfijning:
Muizen worden zeer regelmatig gemonitoord, om eventueel ongerief tijdig te kunnen vaststellen, en onnodig lijden 
te voorkomen. Als (onverwacht) ernstig ongerief wordt vastgesteld worden muizen geëuthanaseerd. 
Er zal in deze aanvraag geen gebruik gemaakt van het belastende (in)complete Freund’s adjuvant, In onze huidige 
aanvraag zullen wij voornamelijk olie-in-water emulsies zoals Ribi als adjuvant gaan gebruiken, Dit adjuvant 
resulteerde in eerdere immunisaties milde of geen zichtbare bijwerkingen in en weinig ongerief bij betreffende 
muizen (in tegenstelling tot het water-in-olie emulsie Freund’s adjuvant).

Geef aan welke maatregelen zijn genomen om de kans op pijn, lijden of angst bij de dieren en de kans op 

nadelige milieueffecten tot een minimum te beperken.

Aangezien het welzijn zou kunnen worden aangetast door stress, wordt ernaar gestreefd de behandelingen zo kort 
en efficiënt mogelijk uit te voeren bij de dieren. De dieren worden behandeld door ervaren medewerkers zodat 
eventueel ongemak vanwege het hanteren tot een minimum wordt beperkt.

Zoals eerder genoemd is de keuze van het gebruikte adjuvant ook gebaseerd op het verminderen van pijn en 

lijden in de geïmmuniseerde muizen.

Herhaling en duplicering

E. Herhaling

Geef aan hoe is nagegaan of deze dierproeven niet al eerder zijn uitgevoerd. Indien van toepassing geef aan 

waarom duplicatie noodzakelijk is.

nvt

Huisvesting en verzorging

F. Huisvesting en verzorging

Worden de dieren anders dan volgens de eisen in bijlage III van de richtlijn 2010/63/EU gehuisvest en/of 
verzorgd? 

Nee

Ja >  Geef, indien dit kan resulteren in nadelige effecten op het dierenwelzijn, aan op welke wijze de 

dieren worden gehuisvest en verzorgd en motiveer de keuze om af te wijken van de eisen in 

bovengenoemde bijlage III.

G. Plaats waar de dieren worden gehuisvest

Worden de dierproeven geheel of gedeeltelijk uitgevoerd bij een inrichting die niet onder de rechtstreekse 
verantwoordelijkheid van een instellingsvergunninghouder Wod valt?

Nee > Ga verder met vraag H.

Ja > Geef aan wat voor bedrijf of instelling dit betreft.

Waarom is hiervoor gekozen en hoe wordt een adequate huisvesting, verzorging en behandeling van de 
dieren gewaarborgd?

Ongeriefinschatting/humane eindpunten

H. Pijn en pijnbestrijding

Valt te voorzien dat er pijn kan optreden bij de dieren?

Nee > Ga verder met vraag I.

Ja > Worden in dat geval verdoving, pijnstilling en/of andere pijnverlichtingsmethoden



toegepast?

                Nee > Motiveer dan waarom geen pijnverlichtingsmethoden worden toegepast.

                Ja > Geef dan aan welke pijnverlichtingsmethoden worden toegepast en op welke 
wijze wordt verzekerd dat dit op een optimale wijze gebeurt.

I. Overige aantasting van het welzijn en maatregelen

Welke eventuele andere vormen van welzijnsaantasting worden voorzien?

Er zijn geen vormen van welzijnsaantasting die wij kunnen voorzien

Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn.

Beschrijf welke maatregelen worden genomen om deze schadelijke effecten te voorkomen of waar mogelijk 

te minimaliseren.

J. Humane eindpunten

Valt te voorzien dat zich bij deze dierproef omstandigheden voordoen waarbij het toepassen van humane 

eindpunten geïndiceerd is om verder lijden van de dieren te voorkomen?

Nee > Ga verder met vraag K.

Ja > Geef aan welke criteria hierbij worden gehanteerd.

algemene klinische verschijnselen(houding, gedrag, conditie vacht, etc.) worden dagelijks gemonitored. Bij 
verschijnselen die duiden op ernstig ongerief worden de dieren geeuthanaseerd. (HEP) Ook non-responders (geen 
antilichaam titer) worden eerder uit de proef genomen (HEP).

Welk percentage van de dieren loopt kans deze criteria te halen?

Naar aanleiding van eerdere experimenten wordt geschat dat minder dan 5% van de dieren kans maakt de 
beschreven HEP te behalen

K. Classificatie van ongerief

Geef aan hoe in het licht van alle hierboven beschreven negatieve effecten het cumulatief 
ongerief wordt geclassificeerd in termen van ‘terminaal’, ‘licht’, ‘matig’ of ‘ernstig’ ongerief.

‘matig ” Het ongerief blijft beperkt tot stress als gevolg van het hanteren/fixeren van de dieren bij het uitvoeren 
van verschillende behandelingen. Maar vanwege het gebruik van een adjuvans en het aantal injecties en 
bloedafnames toch matig ongerief.

Einde experiment

L. Wijze van doden

Worden de dieren als onderdeel van het experiment of na afloop van het experiment gedood?

Nee

Ja > Geef aan waarom het doden van dieren als eindpunt essentieel is voor deze proef.

Wordt er een methode(n) van doden uit bijlage IV van richtlijn 2010/63/EU toegepast?

                Nee > Beschrijf de euthanasiemethode en onderbouw de keuze hiervoor.

                Ja
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Aanvullende informatie bij aanvraag projectvergunning Dierproeven AVD108002017851 

De volgende selectiecriteria worden gebruikt om de targets voor immunisaties te bepalen: 

1. De strategie is om therapeutische antilichamen tegen targets te selecteren voor de behandeling van 

ziekten waar nog een grote medische nood bestaat (zgn. ‘unmet medical need’), zoals kanker, 

autoimmuunziekten, zeldzame/weesziekten, en infectieziekten.  Voorbeelden van therapeutische 

(remmende of activerende) antilichamen, die in het verleden via deze aanpak door Bioceros zijn gemaakt, 

waren gericht tegen targets zoals ‘immune checkpoint regulators’ op witte bloedcellen (b.v. CD40, OX40 

en HVEM) en complement factoren (b.v. complement C1 en C2). Van deze voorbeelden wordt er op dit 

moment 1 getest in klinische studies en het is de verwachting dat de volgende in 2018 de kliniek ingaat. 

De andere voorbeelden zijn in verschillende stadia van pre-klinische ontwikkeling. 

2. Omdat de investeringen na de immunisatie enorm zullen zijn, zal er naast  het bovengenoemde 

selectiecriterium ook nog aan een aantal andere randvoorwaarden voldaan moeten worden.  Als eerste 

zal er een uitgebreid inbreukonderzoek worden gedaan (ook wel ‘freedom to operate’ of kortweg FTO-

onderzoek genoemd; dit om te voorkomen dat er geen inbreuk op bestaande octrooirechten van derden 

wordt gemaakt, en zodoende te waarborgen dat de ontwikkeling van nieuwe antilichamen niet wordt 

geblokkeerd). Ten tweede zal er een marktonderzoek (is er behoefte aan de nieuwe aanpak en wat is de 

concurrentie?) worden uitgevoerd. Ten slotte en misschien wel de belangrijkste vraag die beantwoord 

dient te worden: Kan het laboratorium-technisch onderzoek relatief eenvoudig worden uitgevoerd om te 

faciliteren dat de juiste antilichamen geselecteerd kunnen worden voor verdere ontwikkeling?  

 

Door deze zeer strenge selectieprocedure vallen soms ook wetenschappelijk interessante strategieën af 

omdat verder ontwikkeling mogelijk geblokkeerd kan worden, maar daarentegen worden hierdoor 

onnodige investeringen en onnodig gebruik van proefdieren voor immunisaties voorkomen. 
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A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer : 2016.II.814.026       

2. Titel van het project : Immunisaties ten behoeve van het verkrijgen van hybridomas 

3. Titel van de NTS : Immunisatie ten behoeve van het maken van antistoffen tegen 

                                       (menselijke) eiwitten 

 

4. Type aanvraag: 

 nieuwe aanvraag projectvergunning  

 wijziging van vergunning met nummer :       

 

5. Contactgegevens DEC 

Naam DEC  : DEC Utrecht 

Telefoonnummer contactpersoon : 088 – 75 59 247 

Emailadres contactpersoon : dec-utrecht@umcutrecht.nl 

 

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

 ontvangen door DEC: 02-11-2016 

 aanvraag compleet:       

 in vergadering besproken: 16-11-2016 

 anderszins behandeld:       

 termijnonderbreking(en) van / tot : 22-11-2016/06-01-2017 

 besluit van CCD tot verlenging van de totale adviestermijn met max. 15 werkdagen:       

 aanpassing aanvraag:       

 advies aan CCD: 24-01-2017 

 

7. De aanvraag is afgestemd met de IvD en deze is hiermee akkoord. 

 

8. Eventueel horen van aanvrager  

- Datum:       

- Plaats:       

- Aantal aanwezige DEC-leden:       

- Aanwezige (namens) aanvrager:       

- Gestelde vragen en verstrekte antwoorden: 

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

 

9. Correspondentie met de aanvrager 

- Datum vragen: 22-11-2016 

- Datum antwoord: 06-01-2017 

- Gestelde vragen en antwoorden:  
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Projectvoorstel 

3.1 Achtergrond: U schrijft niets over hoe de gemaakte antistoffen getest worden. Doet u 

dat in andere projecten? Zo ja, dan in het projectvoorstel noemen dat het testen geen 

onderdeel is van de projectaanvraag. Zo niet, dan is donormateriaal nodig. Ook dit moet 

dan worden opgenomen in het projectvoorstel. 

Dit wordt nu vermeld in de tekst. 

3.1 Achtergrond: In het projectvoorstel wordt phage display genoemd als alternatief voor 

het ontwikkelen van antilichamen. De DEC mist echter een korte uitleg van deze techniek. 

Daarnaast is de motivering voor het niet toepassen van deze methode onvoldoende. Er 

wordt te vaak genoemd dat de methode niet wordt toegepast vanwege tijd- en 

kostenoverwegingen, terwijl de technische en wetenschappelijke bezwaren onderbelicht 

blijven. Ook is het de DEC niet helder waarom de alinea over de ethische bezwaren van 

Freunds adjuvant hier genoemd wordt, dit hoort bij verfijning. De DEC raadt u aan om het 

geheel samen te vatten in enkele zinnen, waarbij kort wordt toegelicht wat voor een 

techniek phage display is en waarom deze techniek voor dit project geen optie is. De 

alinea over de ethische bezwaren van Freunds adjuvant dient geheel verplaatst te worden 

naar verfijning (bijlage, punt D, vervanging, vermindering en verfijning).  

Een uitleg is nu toegevoegd aan de tekst. 

De technische en wetenschappelijke bezwaren worden genoemd in deze aanvraag: 

Allereerst is het kiezen van de juiste en meest complete phage display library (het 

aantal aminozuur residuen) met de juiste stabiliteit en kwaliteit niet eenvoudig en nog 

niet mogelijk zonder grote, zo niet enorme investeringen in tijd en reagentia. Dit is nu 

en in de nabije toekomst niet mogelijk in de laboratoria van XXX en XXX. 

Verder is het essentiële verschil tussen de twee technieken voor ons specifieke doel dat 

de immunisatie/hybridoma-techniek resulteert in antistoffen tegen humane antigenen 

die immunogeen/lichaamsvreemd zullen zijn voor de muis (i.e., opwekken van een 

immuunrepons in de muis), terwijl de ‘human antibody phage display’-techniek alleen 

antistofbinders (ie, fragmenten van antistoffen, zoals scFv’s of Fab’s) tegen antigenen 

identificeert die in principe immunogeen/lichaamsvreemd voor de mens zijn/zijn 

geweest (lees: dus antistofbinders niet gericht tegen humane/lichaamseigen antigenen). 

Voor ons onderzoek en klinische toepassing is het van wezenlijk belang dat wij 

antistoffen oppikken tegen humane antigenen, bv humane oplosbare antigenen en 

cellulaire membraangebonden antigenen, zoals humane ‘immunocheckpoint regulators’ 

en receptoren. 

Een groot bijkomend voordeel van de immunisatie/hybridoma-techniek is dat wij in 

principe alleen die antistoffen op zullen gaan pikken met hoge affiniteit voor hun 

respectievelijke antigenen, omdat wij alleen hybridoma’s zullen gaan maken van 

antilichaam producerende muizen B-cellen ontwikkeld na de secundaire/memory 

immuunrespons (in tegenstelling tot IgM’s met lage affiniteit opgewekt tijdens/na de 

primaire immuunrespons). Maw we selecteren alleen ‘ísotype-switched’ IgG-klasse 

antistoffen, welke de zgn ‘natural’ affiniteitsmaturatie van de variabele domeinen al 

2



hebben ondergaan. Antistofbinders verkregen dmv de ‘phage display’-techniek moeten 

vaak na selectie nog een affiniteitsmaturatiestap(pen) ondergaan d.m.v. mutagenese; 

een proces dat specifieke kennis vereist en bovendien een hele uitdaging kan zijn 

afhankelijk van gevonden sequenties van de variabele domeinen.  

Een tweede voordeel van de immunisatie/hybridoma-techniek is dat de verkregen 

antistoffen vroeg na selectie - dat is meestal binnen 4 maanden na de start van 

immunisatie - direct getest kunnen gaan op hun in vitro biologische activiteit in het 

juiste antistof-format (ie, bivalente IgG), terwijl dat dit met de geselecteerde 

monovalente scFv/Fab antistoffragmenten verkregen met de ‘phage display’-techniek 

pas kan nadat deze zijn omgezet in het uiteindelijke bivalente IgG-format. 

Uiteraard zijn technische, wetenschappelijke en tijd en kosten bezwaren met elkaar 

verbonden en lastig uit elkaar te zien. Zoals genoemd in de tekst: “….de fabricage van goede 

humane antistof ‘libraries’ - een verzameling aan humane genen die coderen voor humane 

antistoffen, welke een essentiële stap vormt voor het uiteindelijk succes van ‘phage 

display’….” vergt specifieke kennis, is een langdurig proces, en brengt hoge kosten met zich 

mee.”. 

De reden van vermelden van de ethische bezwaren van Freunds adjuvant was dat het 

gebruik van het belastende Freund’s adjuvant een vaak genoemd bezwaar was tegen in 

vivo immunisaties. Dit is verplaatst naar verfijning. 

3.2 Doel: Het doel sluit niet aan bij wat u in 3.1 zegt; het is te ruim geformuleerd. Uw doel 

is het maken van een antistof, niet het ontwikkelen van nieuwe behandelingen. Het doel 

zou geformuleerd kunnen worden als: het maken/produceren van therapeutisch-

werkzame monoclonale antistoffen tegen nader te bepalen immuun gerelateerde targets. 

Dit is nu gewijzigd. 

3.4 Onderzoeksstrategie: De DEC vraagt zich af of altijd een combinatie van antigeen met 

het adjuvant Ribi wordt toegepast? Zo niet, dan dient een beslisboom in het 

projectvoorstel opgenomen te worden, waarbij u aangeeft welk antigeen wanneer in welk 

type adjuvant gaat, inclusief het daarbij te verwachten ongerief. De DEC wil graag zien of 

de combinatie van antigeen en adjuvant de beste match is (met het minst mogelijke 

ongerief). 

Er zal altijd gebruik gemaakt worden van een adjuvant. In principe gebruiken we, door onze 

ervaring hiermee, het adjuvant Ribi (ook bekend als Sigma Adjuvant System). Eventueel, bij 

lage hoeveelheden beschikbaar antigeen, zal er mogelijk een ander olie-in-water emulsie 

gebruikt worden. In het Sigma Adjuvant System is er namelijk relatief veel antigeen nodig. 

Uitgebreide literatuur laat zien dat een adjuvant versterkend of zelfs noodzakelijk is voor de 

ontwikkeling van een antilichaam respons, vandaar dat we altijd gebruik zullen maken van 

de combinatie antigeen met adjuvant. 

 

Bijlage 1 

Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters: Ook hier zegt u: “… met als doel 

om ziekten te behandelen en/of te bestuderen”. De DEC constateert dat dit op meerdere 
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plekken in de aanvraag terugkomt. Om die reden verzoekt de DEC u de gehele aanvraag 

te herzien en helder weer te geven dat in deze studie niet de ziekte 

behandeld/bestudeerd wordt, maar dat antistoffen gemaakt worden waarmee ziekte 

behandeld kan worden. 

Dit is nu verwijderd in deze tekst. 

B. De dieren: Hier noemt u dat er 12 immunisaties per jaar plaatsvinden. Het is niet helder 

waarop dit aantal is gebaseerd. Graag nader onderbouwen. 

Dit is een aanname vanuit de opdrachtgever, XXX. Zij verwachten ongeveer 12 targets per 

jaar te willen starten. Dit wordt nu vermeld in de tekst. 

D. Vervanging, vermindering en verfijning: Zie de opmerking bij 3.1 over phage display. 

Graag ook hier toepassen. 

Dit is nu vermeld in de tekst. 

 

Niet Technische Samenvatting 

3.1 Beschrijving doelstellingen: Ook hier dient het doel aangepast te worden. Na ‘maken’ 

kan een punt gezet worden en vervolgens kunt u, bijvoorbeeld, zeggen: ‘Deze antistoffen 

worden door anderen gebruikt om ...’ etc. Tevens raadt de DEC u aan om in de tweede zin 

kan ‘goed functionerend’ te verwijderen. 

Dit is nu gewijzigd in deze tekst. 

- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag.  

 

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

- Aard expertise:       

- Deskundigheid expert:       

- Datum verzoek:       

- Strekking van het verzoek:       

- Datum expert advies:       

- Advies expert:       

 

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling) 

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

2.  De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag. 

3.  De DEC is competent om hierover te adviseren.  

4. Er zijn geen DEC-leden betrokken bij het betreffende project.  

 

C. Beoordeling (inhoud): 

1.  De aanvraag is toetsbaar en heeft voldoende samenhang. Verschillende onderzoeksgroepen 

werken aan de ontwikkeling van nieuwe en meer specifieke therapieën voor diverse 

immuungerelateerde ziektebeelden, zoals reumatoïde artritis, multipele sclerose en kanker. 

Grote belangstelling gaat daarbij uit naar de zogenaamde immuuntherapie. Bij deze vorm van 

therapie wordt het immuunsysteem op de juiste plaats gestimuleerd dan wel afgeremd met 
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behulp van specifiek-functionele monoclonale antilichamen. Deze specificiteit kan leiden tot een 

betere werkzaamheid, grotere therapeutische index en kleinere kans op bijwerkingen. De 

productie van monoclonale antilichamen vereist kennis en kunde die niet alle 

onderzoeksgroepen in huis hebben. De aanvrager van dit project beschikt wel over deze kennis 

en kunde, en wil daarom met behulp van de experimenten die in de voorliggende 

projectaanvraag beschreven worden de komende jaren structureel – op verzoek van andere 

onderzoeksgroepen – monoclonale antilichamen maken.  

 

2.  Voor zover de DEC bekend, is er geen mogelijk tegenstrijdige wetgeving die het uitvoeren van 

de proef in de weg zou kunnen staan. 

 

3.  De in de aanvraag aangekruiste doelcategorieën sluiten aan bij de hoofddoelstelling. 

 

Belangen en waarden 

4. Het directe doel van het project is het maken van monoclonale antilichamen tegen nog nader te 

bepalen immuungerelateerde targets. Het uiteindelijke doel van het project is om met de 

productie van deze monoclonale antilichamen bij te dragen aan de ontwikkeling van nieuwe 

therapieën tegen diverse immuungerelateerde ziektebeelden. Dergelijke therapieën kunnen 

door andere onderzoeksgroepen pas ontwikkeld worden wanneer deze kunnen beschikken over 

eerdergenoemde antilichamen. De DEC is daarom van mening dat er in voldoende mate een 

relatie is tussen het directe en het uiteindelijke doel.  

 

5.  De belangrijkste belanghebbenden in dit onderzoeksproject zijn: de proefdieren, de doelgroep 

(patiënten met immuungerelateerde ziektebeelden) en het onderzoeksveld. De morele waarden 

die voor de proefdieren in het geding zijn: welzijn (gezondheid en stress) en rechtvaardigheid 

(intrinsieke waarde en integriteit). De morele waarden die voor de doelgroep worden bevorderd 

zijn: welzijn (kwaliteit van leven) en rechtvaardigheid (beschikbaarheid van effectieve en veilige 

therapieën).  

 

6. Er is geen sprake van substantiële milieueffecten. 

 

Proefopzet en haalbaarheid 

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

voldoende gewaarborgd en dragen eraan bij dat de doelstellingen behaald kunnen worden, dat 

aan de 3V-beginselen voldaan kan worden en dat voorkomen kan worden dat mens, dier en 

milieu negatieve effecten ondervinden als gevolg van de dierproeven. De onderzoeksgroep 

heeft veel ervaring met de productie van monoclonale antilichamen met behulp van muizen, en 

heeft de kennis en faciliteiten die nodig zijn om de beschreven experimenten in de komende 

jaren routinematig uit te kunnen voeren. Om aan te geven wat de haalbaarheid is van de 

doelstellingen: immunisaties die in het verleden zijn uitgevoerd hebben monoclonale 

5



antilichamen opgeleverd, waarvan de werkzaamheid momenteel in een klinische setting 

onderzocht wordt. 

 

8.  Het project is goed opgezet, de voorgestelde experimentele opzet en uitkomstparameters 

sluiten logisch en helder aan bij de aangegeven doelstellingen en de gekozen strategie en 

experimentele aanpak kunnen leiden tot het behalen van de doelstelling binnen het kader van 

het project. Voor elke immuungerelateerde target zal eenzelfde experiment uitgevoerd worden. 

Muizen worden eerst geïnjecteerd met het betreffende antigeen in combinatie met een geschikt 

adjuvans. Hierna volgen in een periode van enkele weken meerdere boosterinjecties met het 

antigeen (zonder adjuvans). Met behulp van meerdere bloedafnamen wordt de antilichaamtiter 

in de muizen gemonitord. Zodra deze hoog genoeg is wordt de betreffende muis 

geëuthanaseerd en worden zoveel mogelijk B-cellen uit de milt geïsoleerd. Daarna volgt een ex 

vivo-procedure – die buiten deze projectaanvraag valt – waarmee hybridomas gegenereerd 

worden: verschillende geselecteerde B-cellen worden geïmmortaliseerd door ze met 

myelomacellen te laten fuseren. Vervolgens wordt uit deze gegenereerde cellijnen de 

hybridoma geselecteerd die het gewenste antilichaam genereert. Criteria daarvoor zijn 

werkzaamheid (de gewenste biologische activiteit tegen de betreffende target) en veiligheid 

(geen kruisreactiviteit). 

 

Welzijn dieren 

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

omstandigheden of behandeling van de dieren: 

 Bedreigde diersoort(en) (10e lid 4) 

 Niet-menselijke primaten (10e) 

 Dieren in/uit het wild (10f) 

 Niet gefokt voor dierproeven (11, bijlage I EU richtlijn) 

 Zwerfdieren (10h) 

 Hergebruik (1e lid 2) 

 Locatie: buiten instelling vergunninghouder (10g) 

 Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13) 

 Dodingsmethode niet volgens bijlage IV EU richtlijn (13c lid 3) 

 

10.  De dieren worden gehuisvest en verzorgd op een wijze die voldoet aan de eisen die zijn 

opgenomen in bijlage III van de EU richtlijn. 

 

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

geclassificeerd. Voor alle dieren in bijlage 1 wordt het cumulatieve ongerief ingeschat als matig. 

Dit ongerief is het gevolg van stress die gepaard gaat met het hanteren/fixeren van de dieren, 

van herhaaldelijke injecties en bloedafnamen, en van eventuele bijwerkingen van adjuvantia. 
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12.  De integriteit van de dieren wordt aangetast door herhaaldelijke injecties en bloedafnamen 

(fysieke aantasting). 

 

13.  De humane eindpunten zijn in de bijlage dierproeven goed gedefinieerd en het percentage 

dieren dat naar verwachting een humaan eindpunt bereikt is goed ingeschat. Men houdt er 

rekening mee dat minder dan 5% van de dieren het humaan eindpunt bereikt. Daarbij gaat het 

om dieren waarbij het gebruikte adjuvans onverwacht ernstige bijwerkingen heeft, maar ook om 

de zogenaamde non-responders. Laatstgenoemde categorie dieren ondervindt niet meer dan 

matig ongerief, maar wordt voortijdig uit de proef genomen omdat de doelstelling van het 

experiment niet behaald kan worden.  

 

3V’s 

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

vervangingsalternatieven zijn. De onderzoekers hebben in de projectaanvraag helder 

uiteengezet waarom men kiest voor de klassieke hybridomatechniek voor het maken van 

monoclonale antilichamen, en niet voor de nieuwe proefdiervrije techniek: de zogenaamde 

‘human antibody phage display’ techniek. Een belangrijk argumenten hierbij is het gegeven dat 

laatstgenoemde techniek antilichamen oplevert die in principe gericht zijn tegen 

lichaamsvreemde/niet-humane antigenen. Dit in tegenstelling tot de klassieke 

hybridomatechniek, die antilichamen oplevert die gericht zijn tegen lichaamseigen/humane 

antigenen. En dat zijn juist de antilichamen die geschikt zijn voor de beoogde te ontwikkelen 

immunotherapieën. Daarnaast is het zo dat de klassieke hybridomatechniek alleen antilichamen 

oplevert die een hoge affiniteit hebben voor het betreffende antigeen. Bij de ‘human antibody 

phage display’ techniek is dit niet het geval, en moeten geselecteerde antilichamen nog een 

complex proces van affiniteitsmaturatie ondergaan, voordat het de gewenste specifiek-

functionele antilichamen zijn. 

 

15.  Het aantal te gebruiken dieren is realistisch ingeschat en er is een heldere strategie om ervoor te 

zorgen dat tijdens het project met zo min mogelijk dieren wordt gewerkt waarmee een 

betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. De berekening van het benodigde aantal dieren is 

rechttoe rechtaan. Uit eerder uitgevoerde vergelijkbare experimenten is gebleken dat per 

immunisatie met een bepaald antigen een groepsgrootte van drie muizen nodig is om 

voldoende monoclonale antilichamen te verkrijgen. Het totaal aantal benodigde dieren voor de 

duur van het hele project is gebaseerd op deze groepsgrootte, en op het aantal targets 

waarvoor andere onderzoeksgroepen antilichamen nodig hebben. 

 

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

is zodanig opgezet dat de dierproeven zo humaan mogelijk kunnen worden uitgevoerd. Door 

toepassing van andere adjuvantia dan het Complete Freund’s adjuvant wordt het ongerief voor 

de dieren tot een minimum beperkt.  
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17.  Er is geen sprake van wettelijk vereist onderzoek.  

 

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 

18.  Dieren van beide geslachten zullen in gelijke mate worden ingezet.  

  

19.  De dieren worden in het kader van het project gedood, omdat de doelstellingen van het project 

alleen behaald kunnen worden door zoveel mogelijk (verschillende) B-cellen uit de milten van 

(geëuthanaseerde) muizen te isoleren. De dieren worden volgens een passende en in bijlage IV 

van de EU richtlijn genoemde methode gedood. 

   

20.  Omdat in het projectvoorstel muizen worden aangevraagd is de vraag over 

herplaatsing/hergebruik niet van toepassing.  

 

NTS 

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

geformuleerd. 

 

 

D. Ethische afweging 

1.  De morele vraag die de DEC dient te beantwoorden is of het belang van dit onderzoek, gericht 

op het maken van monoclonale antilichamen tegen nog nader te bepalen immuungerelateerde 

targets, de onvermijdelijke aantasting van het welzijn en de integriteit van de gebruikte 

proefdieren kan rechtvaardigen. 

 

2.  Er vindt een aanzienlijke aantasting van welzijn en integriteit van de proefdieren plaats, met 

matig ongerief. Daar staat tegenover dat van dit project verwacht wordt dat het nieuwe 

monoclonale antilichamen oplevert, welke kunnen bijdragen aan belangrijke wetenschappelijke 

ontwikkelingen op het gebied van nieuwe immuuntherapieën. De DEC kent daar veel gewicht 

aan toe. Op termijn kunnen deze nieuwe ontwikkelingen van substantieel belang zijn voor 

mensen met inflammatoire aandoeningen waar het immuunsysteem een rol speelt, zoals 

rheumatoide arthritis, IBD, multiple sclerosis, Alzheimer's, infectieuze ziekten als Ebola en veel 

soorten kanker, waarvoor nu geen geschikte therapie beschikbaar is. 

Indien de hierboven genoemde doelstelling behaald wordt, dan zal dit project dus een reeks 

monoclonale antilichamen opleveren die specifiek-functioneel werkzaam zijn tegen bepaalde 

immuungerelateerde targets. Het is aannemelijk dat deze doelstelling behaald zal worden. 

Daarvoor is de inzet van proefdieren noodzakelijk, maar de onderzoekers doen al het mogelijke 

om het ongerief voor de dieren en het aantal dieren tot een minimum te beperken.  

 

3. Op grond van het bovenstaande is de DEC van oordeel dat het maken van monoclonale 

antilichamen tegen nog nader te bepalen immuungerelateerde targets een substantieel belang 

vertegenwoordigt en dat dit substantiële belang opweegt tegen de aanzienlijke aantasting van 
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het welzijn en de integriteit van de proefdieren. Het gebruik van de proefdieren zoals 

beschreven in de aanvraag is daarmee gerechtvaardigd.  

 

 

E. Advies 

1.  Advies aan de CCD 

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen.  

 

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen, en daarbij als voorwaarde op te nemen dat de 

onderzoeker gedurende het project periodiek aan de CCD terugkoppelt welke antilichamen 

geproduceerd zijn. 

 

 De DEC adviseert de vergunning niet te verlenen vanwege: 

  

2.  Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus.  

 

3.  Er zijn geen knelpunten/dilemma’s naar voren gekomen tijdens het beoordelen van de aanvraag 

en het opstellen van het advies. 
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1 General information

1.1 Provide the approval 
number of the ‘Netherlands 
Food and Consumer 
Product Safety Authority’.

10500

1.2 Provide the name of the 
licenced establishment.

University of Groningen

1.3 Provide the title of the 
project.

Assessing the effect of antivirulence drugs in promoting clearance of 

Pseudomonas aeruginosa in lung infection mouse model

2 Categories

3 General description of the project

3.1 Background

Describe the project (motivation, background and context) with respect to the categories selected in 2.

For legally required animal procedures, indicate which statutory or regulatory requirements apply 
(with respect to the intended use and market authorisation).
For routine production, describe what will be produced and for which uses.
For higher education or training, explain why this project is part of the educational program and 
describe the learning targets.

Pseudomonas aeruginosa is a common pathogen in hospital-acquired infections, immuno-compromised,
cystic fibrosis and chronic obstructive pulmonary disease (COPD) patients. Especially in cystic fibrosis 
patients, the P. aeruginosa infections often become persistent and result in lifelong aggressive antibiotic 

2.1       Please tick each of the 
following boxes that 
applies to your project.

Basic research

Translational or applied research

Regulatory use or routine production

Research into environmental protection in the interest of human or 

Research aimed at preserving the species subjected to procedures

Higher education or training

Forensic enquiries

Maintenance of colonies of genetically altered animals not used in 
other animal procedures

Form
Project proposal

This form should be used to write the project proposal for 
animal procedures.
The appendix ‘description animal procedures’ is an appendix to 
this form. For each type of animal procedure, a separate 
appendix ‘description animal procedures’ should be enclosed.
For more information on the project proposal, see our website
(www.centralecommissiedierproeven.nl).
Or contact us by phone (0900-2800028).

3.



treatment. The major drawback of this particular approach is that the bacteria often develop resistance 
to the antibiotics. This can be caused by two mechanisms:

1. Resistance can be due to biofilm formation that protects the population of bacteria from 
antibiotics and the host’s immune system. 

2. Resistance can be due to development of intracellular escape mechanism to avoid the effects of 
the antibiotics. 

During the progression of P. aeruginosa infection, multiple signaling systems (such as quorum sensing
and iron-acquisition system) play an important role in regulating virulence factors production, swarming 
motility and biofilm maturation. Therefore, blocking these systems can attenuate the bacteria, and also 
destabilize biofilm formation, resulting in a fragile biofilm which makes the population more accessible to 
antibiotics and immune cells. The main advantage of this kind of approach is the fact that attenuating 
virulence (termed antivirulence), instead of killing pathogens, gives less pressure to develop resistance 
[1].

Our research group has been extensively studying antivirulence drugs, mainly for inhibition of quorum 

sensing system [2-5] and inhibition of iron-acquisition system (manuscript in preparation). The 

antivirulence drugs in our study can inhibit the target systems in vitro in P. aeruginosa, and resulted in 

reduced bacterial virulence. In addition, infection assays using nematode Caenorhabditis elegans and

larvae of the great wax moth Galleria mellonella models showed that treatment with antivirulence drugs 

led to enhanced survival compared to controls. Furthermore, we have found that one of the most well-

studied quorum sensing inhibitors in our library, , did not show toxicity in cell lines and in 

mouse. 

For the purpose of testing the antivirulence drugs, we have developed a P. aeruginosa lung infection 

mouse model. This model is designed to generate a persistent infection with moderate severity. The 

pathological features of this model closely mimic the pathologic pattern associated with pulmonary 

infection in human. Therefore this model is suitable for studying the treatment for P. aeruginosa 

infection. A pilot study of  in the mouse model showed dimished infection and prolonged 

survival of the treated group compared to control. 

Therefore, as the next step we would like to test whether these antivirulence drugs could promote the 

clearance of P. aeruginosa in the lung infection mouse model. 

1. De Kievit, T. R. & Iglewski, B. H. Infect. Immun. 68, 4839–4849 (2000).
2. Sio, C. F. et al. Infect. Immun. 74, 1673–1682 (2006).
3. Papaioannou, E. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 53, 4891–4897 (2009).
4. Koch G, et al. FEMS Microbiol Lett. 356, 62–70 (2014).
5. Koch G, et al. PNAS, 111(4):1568-1573 (2014).

3.2 Purpose

Describe the project’s main objective and explain why this objective is achievable.

If the project is focussed on one or more research objectives, which research questions should be 
addressed during this project?
If the main objective is not a research objective, which specific need(s) does this project respond to?

Targeting bacterial systems that regulate virulence factors production serves as an alternative strategy to 

overcome bacterial infections. Two major signaling system in P. aeruginosa that regulate virulence 

factors production, namely quorum sensing system and iron-acquisition system, are the most studied

among Gram-negative pathogens. Considering high incidence of P. aeruginosa lung infection and its 

ability to gain resistance towards antibiotics, studying inhibition of these systems could pave the way for 

the development of novel therapy against P. aeruginosa. 

We are currently studying 10 inhibitors for these systems in vitro, and so far, 8 of them are proven to be 

effective in attenuating P. aeruginosa. These 8 inhibitors (4 for each system) are consisting of large 

molecules (enzymes) or small molecules. To progress further in the research roadmap, we would like to 

test the efficacy from these inhibitors in the developed P. aeruginosa lung infection model in mouse. 



Furthermore, since the interference with quorum sensing system or iron-acquisition system alters biofilm 

formation, we would also like to examine whether the antivirulence drugs enhance the sensitivity of P. 

aeruginosa to antibiotics. For this purpose, we will test the combination of the 8 inhibitors with 2 

antibiotics that commonly used in the treatment of P. aeruginosa infection. These antibiotics are from 

different classes with distinctive mode of actions: disruption of the structural integrity of the bacteria, 

and interference of the DNA or protein metabolism in the bacteria. To achieve this purpose, the main 

goal is divided into 2 subgoals as follows:

Subgoal 1: Monitoring the drugs distribution in the lungs

The chosen administration route (intranasal) is a common method for delivering compounds into lungs. 

Showing a distribution of the antivirulence drugs and antibiotics in the lungs will be important to support 

the outcome of testing the efficacy of the drugs in the infection model. The antivirulence drugs or 

antibiotics will be tagged and visualized in vivo.

Subgoal 2: Assessing the efficacy of antivirulence drugs in P. aeruginosa lung infection model

This subgoal is designed to support the main purpose of this project, which is assessing the effect of each 

antivirulence drug (alone, or in combination with antibiotics) in the P. aeruginosa mouse infection model.

To optimize the group size of animals, the pilot study will be performed, followed by a power analysis to

determine the group size for a full efficacy study. 

Our team consists of PIs, trained biotechnicians and PhD student who are experienced in these 

procedures. The study itself will be performed in the animal facility equipped with BSL-II laboratories and 

imaging devices. Supported by the previous findings and the expertise, we are positive in gaining a 

valuable result from this study.

3.3 Relevance

What is the scientific and/or social relevance of the objectives described above?

Pseudomonas aeruginosa infections are often difficult to treat due to the ability of the bacteria to develop 

resistance to antibiotics. As mentioned earlier, the resistance could be due to the biofilm formation that 

protects the bacterial population from antibiotics and the host’s immune system. Inhibition of the 

systems that are important for this feature could enhance the bacterial susceptibility to the treatment. 

The use of antivirulence on its own, or to enhance the antibiotics effect, is a promising approach for 

future therapy. Until now, numerous quorum sensing inhibitors and iron-acquisition system inhibitors 

were characterized and were tested in vitro, and some in vivo. However developing this new approach 

faced many obstacles, for example, one of the most well studied quorum sensing inhibitor that is pre-

clinically effective, presumably is too toxic for human use. Therefore, the research of antivirulence drugs 

have to be conducted thoroughly in order to increase the possibility of finding effective inhibitors that are

safe for humans. When the proposed experiments are proven to be succesfull, the result will be a proof 

of concept that bridges our understanding of the efficacy of antivirulence drugs in mouse model. 

Furthermore, it will help us to design the next study in our roadmap, which is testing the drugs to a 

clinically relevant disease model of P. aeruginosa infections, e.g. cystic fibrosis or COPD.

3.4 Research strategy

3.4.1 Provide an overview of the overall design of the project (strategy).

The research strategy for testing the antivirulence drugs is depicted in Figure 1 (see below). The first 

stage of the project is the in vitro study: screening the effective inhibitors that can reduce virulence 

factors production in P. aeruginosa, and testing their interaction with the antibiotics. The efficacy of the 

inhibitors (alone or in combination with antibiotics) will be tested in the simple invertebrate infection 

model, such as Caenorhabditis elegans or the larvae of Galleria mellonella. Afterwards, the toxicity assay 

will be carried out in human epithelial lung cell lines model. The next stage of the project is in vivo study

in a complex animal model. We have developed the P. aeruginosa lung infection model in mouse that 

closely mimics the pathologic pattern associated with pulmonary infection. The inhibitors that proven to 

be effective and non-toxic in vitro assays will be tested in this mouse model. This stage of the study is 



the content of the proposed CCD application. The result of this study will be a proof of concept for the 

antivirulence efficacy, that will be investigated in a clinically relevant disease model in the future study.

Figure 1. Roadmap of antivirulence drugs development

At this moment we are studying 10 inhibitors in vitro, and 8 (eight) most promising inhibitors were 

chosen for the subsequent in vivo study. The study itself is divided into 2 coherent subgoals that support 

each other: monitoring the drug distribution in the lungs and the efficacy study of the inhibitors. Hereby 

we elaborate these 2 subgoals that support the main goal in this proposed study:

Subgoal 1: Monitoring drugs distribution in the lungs

The chosen administration route (intranasal) is a common method for delivering compounds into lungs. 

Showing a distribution of the antivirulence drugs and antibiotics in the lungs will be important to support 

the outcome of testing the efficacy of the drugs in the infection model. The inhibitor or antibiotic will be 

coupled with an appropriate tag (for example fluorescent), and administered via intranasal route. 

Afterwards, the distribution of the compounds will be visualized.

This experiment will not be performed for a particular inhibitor if:

1. Another inhibitor with the same properties, molecular size, tagging method and identical route of 

administration has already been tested.

Subgoal 2: Assessing the efficacy of antivirulence drugs in P. aeruginosa lung infection model

This subgoal is designed to examine the efficacy of each inhibitor (alone or in combination with 

antibiotics) in the P. aeruginosa lung infection model. To optimize the group size of animals, a pilot study

and preliminary efficacy study will be performed, followed by a power analysis to determine the required 

sample sizes for the full efficacy study.

2.1. Pilot study

The pilot study consists of 2 parts: optimization of the sampling frequency, and determination of 

minimum inhibitory concentration of the antibiotics.

A. Optimization of the sampling frequency

Several parameters must be analyzed from the isolated lungs to monitor the severity level of lung 



infection, as follow:

- Bacterial count (the main parameter)

- Cytokine level

- Inflammation level (from histopathology)

In our mouse model, the infection is induced by administration of P. aeruginosa (t=0), followed by 

progression of infection until 4 days post inoculation (t=4). We will choose 3 most important time points 

that are sufficient to reflect the kinetics of these parameters during the course of infection. To do this, we 

will first follow the full kinetics of the sham group (infected animal treated with PBS) for 4 days. This 

experiment will determine the crucial time points to be used in the experimental setup for the whole 

study. Considering its importance, we have to be sure that the result is reproducible and reliable, before 

implementing the setup. Therefore, it is necessary to validate the result by performing one repetition of 

this experiment.

B. Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) of the antibiotics

As mentioned earlier, 2 common antibiotics for treating P. aeruginosa infection will be used in the 

combination therapy, to examine whether the antivirulence drugs enhance the sensitivity of P. 

aeruginosa to antibiotics. In this stage, the minimum inhibitory concentration (MIC) of the antibiotics will 

be determined. We will monitor the progression of infection in the treatment group (treatment with

antibiotic) in comparison to the sham group (treatment with PBS). The maximum of 3 different doses will 

be tested, and 1 MIC dose will be use further in the full efficacy study.

The following studies: preliminary efficacy study and the full efficacy study are designed to test the 

efficacy of the inhibitor (alone or in combination with antibiotics). 

2.2. Preliminary efficacy study

The preliminary efficacy study consists of 2 parts: testing tolerance of the animals to the antivirulence 

drugs, and determination of minimum effective dose of the antivirulence drug. Each dose will only be 

tested in one experiment (without repetition).

A. Drug tolerance test

To determine the tolerance of the animals to the inhibitor, various doses of the inhibitor will be given to 

the healthy animal. These doses are extrapolated from the in vitro study and invertebrate infection 

model, that we predicted as the effective doses for the mouse study. This experiment will give us data 

about the safe effective dose to be used in the subsequent stages.

B. Determination of minimum effective dose (MED) of the antivirulence drug

This stage is designed to find out the therapeutic window, and determine the minimum effective dose

(MED) of the inhibitor (antivirulence drug) for the full efficacy study. We will monitor the progression of 

infection in the treatment group (treatment with inhibitor) in comparison to the sham group (treatment 

with PBS). Maximum 3 different doses of inhibitor will be tested to determine its efficacy, and the MED of 

the inhibitor will be chosen.

The animal experiment of a particular inhibitor will be terminated if:

1. The inhibitor is inducing toxicity.

2. Pilot study do not show efficacy of the inhibitor in the 3 tested doses.  

2.3. Full efficacy study 

Information from the pilot study will help us to do power analysis for determining the number of animals 

needed for the full efficacy study. This study is designed to find statistically significant differences 

between infected animals with and without treatment. One dose of inhibitor (MED), one dose of 

antibiotics (MIC) and the combination of thereof will be tested.

3.4.2 Provide a basic outline of the different components of the project and the type(s) of animal 
procedures that will be performed.



The project consists of two components that is formulated in two subgoals. For those purposes, we 

designed these set of procedures:

Procedure 1: Lung imaging for drug distribution study

This procedure is intended to achieve the subgoal 1 (Monitoring the drugs distribution in the lungs). The 

inhibitors or antibiotics will be coupled with an appropriate tag (for example fluorescent), and 

administered via intranasal route to the infected animals, at two different stages of lung infection. The 

procedure is a combination between:

- Inducing lung infection in mouse by delivering bacteria into the lungs via intratracheal route

- Single administration of the tagged drugs into the lungs via intranasal route, followed by 

visualization of drugs in the lungs.

Procedure 2: Lung infection model and antivirulence treatment development

This procedure is intended to achieve the subgoal 2 (Assessing the efficacy of antivirulence drugs in P.

aeruginosa lung infection model). The procedure is a combination between:

- Inducing lung infection in mouse by delivering bacteria into the lungs via intratracheal route

- Daily administration of the drugs into the lungs via intranasal route

3.4.3 Describe the coherence between the different components and the different steps of the project. If 
applicable, describe the milestones and selection points.

Our main goal is to determine the efficacy of the antivirulence drugs in promoting clearance of 

Pseudomonas aeruginosa in the mouse model. We have developed the P. aeruginosa lung infection 

model that is suitable for testing the antivirulence drugs. The coherence between each step in our 

proposal are summarized below:

1. Subgoal 1: monitoring the distribution of the drugs in the lungs will justify the outcome of the 

drug efficacy study.

2. Subgoal 2: is divided into different milestones to answer several important experimental 

conditions for assessing the efficacy. In the pilot study, we will determine the most crucial time 

points to be used as an experimental setup for the subsequent stages of the study. This setup 

will reduced the animal needed for all the following experiments. Furthermore, we will determine 

the minimum inhibition concentration (MIC) of the antibiotic that is suitable for the combination 

therapy. In the preliminary efficacy study, we will investigate the minimum effective dose (MED) 

for the antivirulence drugs. Altogether, the data from pilot and preliminary efficacy study will be 

applied for the setup in the full efficacy study where the group size is determined by power 

analysis.

We are currently studying 10 inhibitors for these systems in vitro, and so far, 8 of them are proven to be 

effective in attenuating P. aeruginosa. We estimated that each inhibitor will need  approximately 6 

months for animal testing. Therefore, the duration of 5 years that we proposed in this application is 

sufficient to study all 8 inhibitors.

3.4.4 List the different types of animal procedures. Use a different appendix ‘description animal 
procedures’ for each type of animal procedure.

Serial number Type of animal procedure 

1 Lung imaging for drug distribution study

2 Lung infection model and treatment development

3

4                      

5

6

7

8

9



10



1 General information

1.1 Provide the approval 
number of the ‘Netherlands 
Food and Consumer 
Product Safety Authority’.

10500

1.2 Provide the name of the 
licenced establishment.

University of Groningen

1.3 List the serial number and 
type of animal procedure. 

Use the serial numbers 

provided in Section 3.4.4 of 

the Project Proposal form.

Serial number Type of animal procedure

1
Lung imaging for drugs distribution study

2 Description of animal procedures

A. Experimental approach and primary outcome parameters

Describe the general design of the animal procedures in relation to the primary outcome parameters. 
Justify the choice of these parameters.

This procedure is designed to observe the distribution of antivirulence drugs or antibiotics in the lungs. 

The chosen administration route (intranasal) is a common method for delivering compounds into lungs.

Showing a distribution of the antivirulence drugs and antibiotics in the lungs will be important to support 

the outcome of testing the efficacy of the drugs in the infection model. The distribution study will be 

performed at two different stages of lung infection: at the onset of infection, and at later stage of 

infection. The reason for this 2 time points is that the severity of the lung infection can influence the 

distribution of the drugs, due to the formed biofilm and the inflammation of the lungs. For this purpose, 

the procedure is divided into 2 parts:

1. Lung infection model (via intratracheal route)

Administration of Pseudomonas aeruginosa into the lungs to develop a persistent lung infection. 

2. Delivery of the tagged drugs (via intranasal route) and imaging

Single delivery of the tagged antivirulence drugs and/or antibiotics (for example with fluorescent label)

via intranasal route at certain stage of lung infection. The in vivo imaging will follow immediately after.

The anticipated primary outcome is a visual distribution of the compounds in the lungs. This data will 

help us to elucidate further the result from subgoal 2 (efficacy study). 

Describe the proposed animal procedures, including the nature, frequency and duration of the treatment. 

Provide justifications for the selected approach.

Appendix

Description animal procedures

This appendix should be enclosed with the project proposal for 
animal procedures.
A different appendix ‘description animal procedures’ should be
enclosed for each type of animal procedure.
For more information, see our website
(www.centralecommissiedierproeven.nl).
Or contact us by phone (0900-2800028).
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In this procedure, we will infect the animals with P. aeruginosa, and study the drug distribution at the 

onset of infection, and at the later stage of infection. The infection procedure is identical with the 

established infection model in subgoal 2 (efficacy study). The bacteria will be inoculated to the mice (at 

t=0), and the infection is allowed to be developed for 4 days post inoculation (t=4).

Procedure:

P. aeruginosa that is embedded in agarose microbeads will be delivered into the mice via intratracheal 

administration. Disposable sterile intravenous catheters will be inserted into the trachea of the 

anesthetized mice, followed by instillation of 50 µL bacterial suspension. While the animal is still under 

anaesthesia, a transponder microchip for temperature measurement will be implanted subcutaneously. 

This transponder allows us to measure the body temperature using a portable reader device by scanning 

the animal without a direct contact. 

At t=0 or at t=3 (3 days post bacterial inoculation, at the peak of infection), a single administration of 

the tagged drugs or PBS will be delivered to the infected animals. From this point onwards, the 

procedures will be performed to the anesthetized animals. 50 µL of the tagged drugs or PBS will be 

instilled dropwise into the nares of the animals. The in vivo imaging will be performed immediately after 

the drug administration. The animal will be placed into a Fluorescent Molecular Tomography (FMT) or In 

Vivo Imaging System (IVIS) instruments to determine the drug distribution in the lungs. All fluorescent 

intensities will be corrected for background fluorescence by subtracting with the fluorescent intensities 

from control mice. Afterwards, the animals will be terminated humanely to isolate the lungs for further

analysis (immunostaining).

Describe which statistical methods have been used and which other considerations have been taken into 

account to minimise the number of animals.

The proposed number of animals is based on the published study about delivery of large molecules to the 

lungs [1]. This number is sufficient to observe the reproducibility of the procedure. To optimize the 

number of animals, this experiment will not be performed for a particular inhibitor if another inhibitor 

with the same properties, molecular size, tagging method and identical route of administration has 

already been tested.

Reference

1. Tonnis WF. et al. Eur J Pharm Biopharm. Elsevier B.V., 88:1056–1063 (2014)

B. The animals

Specify the species, origin, estimated numbers, and life stages. Provide justifications for these choices.

Specification of the animals: female BALB/C mouse, 12-13 weeks of age, minimum weight of 20 grams. 

This specification is identical with the infection model in our previous study, and the strain that will be 

used for the subgoal 2. BALB/C strain is one of the most preferred strains to work with P. aeruginosa 

infection [2,3]. Compared to other strains such as DBA/2, BALB/C mouse are susceptible to P. 

aeruginosa infections with lower mortality rate. With the same reason, female mice are chosen because 

they are more susceptible than males to infections [4].

To study the drug distribution, the experimental groups are divided as follow:

1. Drug distribution at the onset of infection (t=0) 

a. The tagged drug will be delivered immediately, followed by imaging (6 animals)

b. As a control, PBS will be delivered immediately, followed by imaging. This group is intended as a 

control to adjust the background level during imaging procedure (3 animals)

2. Drug distribution at the later stage of infection (t=3)

a. The tagged drug will be delivered immediately, followed by imaging (6 animals)

b. As a control, PBS will be delivered immediately, followed by imaging. This group is intended as a 

control to adjust the background level during imaging procedure (3 animals)

Extra animals to cover the possibility of animal loss due to technical experimental errors (3 animals)

Total per drug: 21 animals



As mentioned earlier, the proposed number of animals is based on the published study [1], and allows us 

to observe the reproducibility of this method. At this moment we have 8 inhibitors and 2 antibiotics to be 

tested. Therefore, the maximum number of animals for this procedure is 210.

References

2. Bjarnsholt, T. et al. Microbiology 151, 3873–3880 (2005).

3. Jakobsen, T. H. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 56, 2314–2325 (2012).

4. Guilbault, C. et al. Immunology. 107, 297–305 (2002).

C. Re-use

Will the animals be re-used?

No, continue with question D.

Yes >  Explain why re-use is considered acceptable for this animal procedure.

Are the previous or proposed animal procedures classified as ‘severe’?

No

Yes> Provide specific justifications for the re-use of these animals during the procedures.

D. Replacement, reduction, refinement

Describe how the principles of replacement, reduction and refinement were included in the research 
strategy, e.g. the selection of the animals, the design of the procedures and the number of animals.

Replacement

During drug development process, in vivo study is indispensable. To support the result of the efficacy 

study, we have to perform the distribution study using an identical drug administration method. 

Replacement of animal with other system will not give an additional benefit to the study.

Reduction

The proposed number fulfils the requirement for drug distribution and for testing the reproducibility of 

this procedure. To optimize the number of animals, this experiment will not be performed for a particular 

inhibitor if another inhibitor with the same properties, molecular size, tagging method and identical route 

of administration has already been tested.

Refinement

We carefully designed our study to prevent unnecessary suffering and pain in the animals by taking 
several measures. The animals will be under anaesthesia during the whole procedure. The model is 
designed to develop a sublethal infection. In our previous study, the infection model resulted in moderate 
severity with no mortality from infection. However, we have to take into account the possible occurrence 
of outliers within the batch of animals even though inbred mouse strain will be used. Based on our 
previous experiments, we estimated the chance of reaching severe level of discomfort to be 15%. To 
reduce the incidence of progression into severe level, we will minimize the variation by managing the 
variables that we can control. We will always prepare bacterial inoculum from the same stock, and 
perform the standardized protocol to the healthy animals weighed more than 20 grams. Based on our 
previous findings, this specification helps in minimizing severity. To induce an infection, the bacteria is 
delivered only at the beginning of the experiment using intratracheal intubation, a non-surgical and less-
invasive delivery method. This method caused less pain and suffering of the animals compared to other 
protocols that require tracheotomy or repetitive bacterial inoculation. In addition, to measure the body 
temperature, we will use a transponder microchip that implanted subcutaneously. This method allows us 
to measure the body temperature without inducing stress, compared to rectal thermometer. The 
decrease of body temperature correlates directly with the increasing severity of infection. Therefore, 
measuring body temperature, together with frequent monitoring of the animals’ condition, will help us in 
avoiding implementation of humane endpoints.

Explain what measures will be taken to minimise 1) animal suffering, pain or fear and 2) adverse effects 

on the environment.

The procedure will be performed to the anesthetized animal.



Repetition and duplication

E. Repetition

Explain what measures have been taken to ensure that the proposed procedures have not already been 

performed. If applicable, explain why repetition is required.

The optimized procedures for this particular purpose have not been performed yet.

Accommodation and care

F. Accommodation and care

Is the housing and care of the animals used in experimental procedures not in accordance with Annex III 
of the Directive 2010/63/EU? 

No 

Yes > If this may adversely affect animal welfare, describe how the animals will be housed and 

provide specific justifications for these choices.

G. Location where the animals procedures are performed

Will the animal procedures be carried out in an establishment that is not licenced by the NVWA?

No > Continue with question H.

Yes > Describe this establishment.

Provide justifications for the choice of this establishment. Explain how adequate housing, care and 
treatment of the animals will be ensured.

Classification of discomfort/humane endpoints

H. Pain and pain relief

Will the animals experience pain during or after the procedures?

No > Continue with question I.

Yes > Will anaesthesia, analgesia or other pain relieving methods be used?

                No > Justify why pain relieving methods will not be used.

                          

               Yes > Indicate what relieving methods will be used and specify what measures will be taken 

to ensure that optimal procedures are used.

Anaesthesia will be applied according to the verified protocol. The anaesthesia equipment is checked 

regularly to ensure that the optimal procedure will be performed properly.                            

I. Other aspects compromising the welfare of the animals

Describe which other adverse effects on the animals’ welfare may be expected?

In our previous study, the infection model resulted in moderate severity with no mortality from infection. 
However, we have to take into account the possible occurrence of outliers within the batch of animals, 
even though inbred mouse strain will be used. Based on our previous experiments, we estimated the 
chance of reaching severe level of discomfort to be 15%. We expect that this incident is more likely to be 
occurred in the infected animals that will develop infection until 3 days post inoculation.

Explain why these effects may emerge.

Even though we will use inbred mouse strains, the response of each individual to the bacterial infection 

might differ.



Indicate which measures will be adopted to prevent occurrence or minimise severity.

To reduce the incidence of progression into severe level, we will minimize the controllable variation by 
always preparing bacterial inoculum from the same stock, and performing the standardized protocol to 
the healthy animals weighed more than 20 grams. Based on previous findings, this specification helps in 
minimizing severity. We will frequently monitor the animals’ condition to avoid humane endpoints to be 
implemented.

J. Humane endpoints

May circumstances arise during the animal procedures which would require the implementation of 

humane endpoints to prevent further distress?

No > Continue with question K.

Yes > Describe the criteria that will be used to identify the humane endpoints.

Severe change in general appearance (constant piloerection, inactivity, poor ambulation) and non-

transient hypothermia.

Indicate the likely incidence.

As mentioned earlier, in our previous study, the infection model resulted in moderate severity with no 

mortality from infection. Taken into account the possible occurrence of outliers within the batch of 

animals, we estimated the chance of reaching severe level of discomfort to be 15%. We expect that this 

incident is more likely to be occurred in the infected animals that will develop infection until 3 days post 

inoculation. We will frequently monitor the animals condition to avoid humane endpoints to be 

implemented.

K. Classification of severity of procedures

Provide information on the expected levels of discomfort and indicate to which category the procedures 
are assigned (‘non-recovery’, ‘mild’, ‘moderate’, ‘severe’). 

We estimated 15% of the infected animals that will develop infection until 3 days post inoculation could 
reach severe level of discomfort, and the rest will be classified into moderate. 
Therefore, we categorized the discomfort level of this procedure as moderate to severe.

End of experiment

L. Method of killing

Will the animals be killed during or after the procedures?

No

Yes > Explain why it is necessary to kill the animals during or after the procedures.

We need to isolate the lungs for further analysis such as immonustaining. 

Is the proposed method of killing listed in Annex IV of Directive 2010/63/EU?

                No > Describe the method of killing that will be used and provide justifications for this 

choice.

                               

                Yes 



1 General information

1.1 Provide the approval 
number of the ‘Netherlands 
Food and Consumer 
Product Safety Authority’.

10500

1.2 Provide the name of the 
licenced establishment.

University of Groningen

1.3 List the serial number and 
type of animal procedure. 

Use the serial numbers 

provided in Section 3.4.4 of 

the Project Proposal form.

Serial number Type of animal procedure

2 Lung infection model and treatment development

2 Description of animal procedures

A. Experimental approach and primary outcome parameters

Describe the general design of the animal procedures in relation to the primary outcome parameters. 
Justify the choice of these parameters.

The procedure is a combination between inducing the lung infection and delivery of antivirulence drugs 

(alone or in combination with antibiotics). The method has been optimized in the previous animal 

experiment.    

1. Lung infection model (via intratracheal route)

Administration of Pseudomonas aeruginosa into the lungs to develop a persistent lung infection. 

2. Delivery of drugs (via intranasal route)

Delivering the antivirulence drugs and/or antibiotics to the site of infection in order to assess the efficacy 

of the drugs in the lung infection model. 

The anticipated primary outcome is the progression of infection, or the clearance of bacteria from the 

lungs. We expect that the latter will be achieved when the infected animals are treated with antivirulence

drugs, and more pronounce when combined with antibiotics. Experimental data from the isolated lungs 

(bacterial count, cytokine level, and inflammation level from histopathology) will be collected to evaluate 

the drugs’ efficacy.  

Describe the proposed animal procedures, including the nature, frequency and duration of the treatment. 

Provide justifications for the selected approach.

The methods described below have been optimized, resulted in a persistent infection with moderate 

severity and an estimate of 15% chance of progression to severe level.

Procedure:

Appendix

Description animal procedures
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animal procedures.
A different appendix ‘description animal procedures’ should be
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P. aeruginosa that is embedded in agarose microbeads will be delivered into the mice via intratracheal 

administration. Disposable sterile intravenous catheters will be inserted into the trachea of the 

anesthetized mice, followed by instillation of 50 µL bacterial suspension. While the animal is still under 

anaesthesia, a transponder microchip for temperature measurement will be implanted subcutaneously. 

This transponder allows us to measure the body temperature using a portable reader device by scanning 

the animal without direct contact. Bacterial administration will only be performed once at the start of the 

experiment (t=0). The progression of infection will be followed until 4 days post inoculation (t=4). 

The antivirulence drugs and/or antibiotics in a liquid formulation will be delivered once daily during the 

course of infection. 50 µL of the drugs or PBS will be instilled dropwise into the nares of the anesthetized 

animal.

The progression of infection will be monitored by observing the general appearance (body weight, body 

temperature, coat condition and behaviour) and analysing the lungs at different time points. Animals 

(randomly chosen) will be sacrificed each day to analyse the bacterial load, cytokine level and 

inflammation of the lungs. 

Describe which statistical methods have been used and which other considerations have been taken into 

account to minimise the number of animals.

To optimize the number of animals, the pilot study will be performed, followed by a power analysis for a 

full efficacy study. In this way, we will avoid using excessive number of animals and optimize the use of 

animals in each experiment. The number of animals in the pilot study is determined from the literature and 

our previous study. The group size is adjusted to overcome the different responses from each individual 

animal to the bacterial infection. The statistical analyses will consist of a Student’s t test (for normally 

distributed data) or Mann Whitney U (non-normally distributed data) when two groups are compared. 

Power analyses will be calculated using G*Power [1].

1. Faul F, et al. Behavior Research Methods 39, 175-191 (2007)

B. The animals

Specify the species, origin, estimated numbers, and life stages. Provide justifications for these choices.

Specification of the animals: female BALB/C mouse, 12-13 weeks of age, minimum weight of 20 grams. 

BALB/C strain is one of the most preferred strains to work with P. aeruginosa infection [2,3]. Compared 

to other strains such as DBA/2, BALB/C mice are susceptible to P. aeruginosa infections with lower 

mortality rate. With the same reason, female mice are chosen because they are more susceptible than 

males to infections [4]. This specification is identical with the infection model in our previous study. 



Figure 1. The order of experiments of subgoal 2 (efficacy study)

The order of experiment in this subgoal is depicted in Figure 1. To optimize the group size of animals, a 

pilot study and preliminary efficacy study will be performed, followed by a power analysis to determine 

the required sample sizes for the full efficacy study. The explanation of animals needed for each 

antivirulence drug (alone and in combination with antibiotics) will be elaborated below. This number 

includes: treatment group with proper control groups and experiments to determine therapeutic doses.

1. Pilot study

The pilot study consists of 2 parts: optimization of the sampling frequency, and determination of 

minimum inhibitory concentration of the antibiotics.

A. Optimization of the sampling frequency. Total: 94 animals (2 experiments, each 47 animals) 

Several parameters must be analyzed from the isolated lungs to monitor the severity level of lung 

infection, as follow:

- Bacterial count (the main parameter)

- Cytokine level

- Inflammation level (from histopathology)

Due to different responses from each individual animal to the bacterial infection, 6 animals is the 

minimum number for bacterial count analysis at each time point; and 3 animals will be sacrificed for 

histopathology analysis.

In our mouse model, the infection is induced by the administration of P. aeruginosa (t=0), followed by 

progression of infection until 4 days post inoculation (t=4). We will choose 3 most important time points 

that are sufficient to reflect the kinetics of these parameters during the course of infection. To do this, we 

will first follow the full kinetics of the sham group (infected animal treated with PBS) for 4 days. One 

most crucial time points is t=0, to confirm the amount of bacteria that is inoculated to the animals. The 

other 2 time points will be named as t=a and t=b at the time being. The chosen time points will be the 

experimental design for the subsequent stages.



The number of animals needed for one experiment is depicted in Table 1. This experiment will determine 

the crucial time points to be used in the experimental setup for the whole study. Considering its 

importance, we have to be sure that the result is reproducible and reliable, before implementing the 

setup. Therefore, it is necessary to validate the result by performing one repetition of this experiment. 

Table 1. Group size for optimization of the sampling frequency

Time points

Analysis

t=0 t=1 t=2 t=3 t=4 Total

Bacteria count and 

cytokine level

6 animals 6 animals 6 animals 6 animals 6 animals 42

animals

Histopathology 3 animals 3 animals 3 animals 3 animals

Extra animals to cover the possibility of animal loss due to technical experimental error (5 animals per 

experiment. Total: 10 animals)

B. Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) of the antibiotics. Total 130 animals per 

inhibitor

Two antibiotics that are commonly used for treating P. aeruginosa infection will be used in the 

combination therapy, to examine whether the antivirulence drugs enhance the sensitivity of P. 

aeruginosa to antibiotics. These antibiotics are from different classes with distinctive mode of actions: 

disruption of the structural integrity of the bacteria, and interference of the DNA or protein metabolism in 

the bacteria. In this stage, the minimum inhibitory concentration (MIC) of the antibiotics will be 

determined. The maximum of 3 doses will be tested based on in vitro assays, and the MIC dose will be 

use further in the full efficacy study.

Extrapolation into the in vivo model is challenging, therefore, we designed the experiments to increase 

the chance of getting the correct MIC. In the first experiment, we will test 2 doses simultaneously to

determine the effective range. Then, when necessary, an additional experiment for testing 1 extra dose

will be performed. This approach reduces the needed control group, in comparison to testing only single 

dose three times. While testing 3 doses simultaneously will increase the chance of getting the correct 

MIC, when none of the doses was effective, more experiment(s) must be performed.

The number of animals needed for each group is depicted in Table 2. The experimental groups are as 

follow:

- Group 1: Infected animals receiving antibiotic (Experiment 1: 2 doses, each 24 animals; 

Experiment 2: 1 dose, each 24 animals. Total: 72 animals)

- Sham group: Infected animals receiving PBS (Experiment 1: 24 animals; Experiment 2: 24 animals.

Total: 48 animals)

- Extra animals to cover the possibility of animal loss due to technical experimental error (5 animals

per experiment. Total: 10 animals)

Table 2. Group size for determination of MIC of antibiotic and MED for antivirulence drugs

Time points

Analysis

t=0 t=a t=b Total

Bacteria count and 

cytokine level

6 animals 6 animals 6 animals 24

animals

Histopathology 3 animals 3 animals

Extra animals to cover the possibility of animal loss due to technical experimental error (5 animals)

The following studies: preliminary efficacy study and the full efficacy study are designed to test the 

efficacy of the inhibitor (alone or in combination with antibiotics). 



2. Preliminary efficacy study

The preliminary efficacy study consists of 2 parts: testing tolerance of the animals to the antivirulence 

drugs, and determination of minimum effective dose of the antivirulence drug. Each dose will only be 

tested in one experiment (without repetition).

A. Drug tolerance test (Total 12 animals)

To determine the tolerance of the animals to the inhibitor, 3 doses of inhibitor will be given to the healthy 

animal via intranasal route. These doses are extrapolated from the in vitro study and invertebrate 

infection model, that we predicted as the effective doses for the mouse study. The inhibitors will be given 

from t=0 to t=4, and the reaction of the animals to the drugs will be monitored. This experiment will give 

us data about the safe effective dose to be used in the subsequent stages.

The experimental groups are as follow:

- Group 1: Animals receiving daily administration of inhibitor. 3 doses, each 3 animals. (Total: 9 

animals)

- Sham group: Animals receiving daily administration of PBS (Total: 3 animals)

B. Determination of minimum effective dose (MED) of the antivirulence drug. Maximum 130 animals per 

inhibitor 

This stage is designed to find out the therapeutic window, and determine the minimum effective dose 

(MED) of the inhibitor (antivirulence drug) for the full efficacy study. We will monitor the progression of 

infection in the treatment group (treated with inhibitor) in comparison to the sham group (treated with 

PBS). Maximum 3 different doses of inhibitor will be tested to determine its efficacy, and the MED of the 

inhibitor will be chosen. 

Using a similar approach as determination of MIC of antibiotics, we will determine the MED by testing 2 

doses in the first experiment, and when necessary, the second experiment of testing 1 extra dose will be 

performed.

The number of animals needed for each group is depicted in Table 2 above. The experimental groups are 

as follow:

- Group 1: Infected animals receiving inhibitor (Experiment 1: 2 doses, each 24 animals; 

Experiment 2: 1 dose, each 24 animals. Total: 72 animals)

- Sham group: Infected animals receiving PBS (Experiment 1: 24 animals; Experiment 2: 24 animals.

Total: 48 animals)

- Extra animals to cover the possibility of animal loss due to technical experimental error (5 animals

per experiment. Total: 10 animals)

3. Full efficacy study. Total: 190 animals per inhibitor 

Information from the pilot and preliminary efficacy study will help us determine the number of animals

needed for the full efficacy study. This study is designed to find statistically significant treatment effect. 

The actual group size will be determined from power analysis. However, at this moment we estimated for 

30 animals per group based on literature study (Table 3). One dose of inhibitor (MED), one dose of 

antibiotics (MIC) and the combination of thereof will be compared to the control group. The experimental 

groups for each inhibitor are as follows:

- Group 1: Infected animals receiving antivirulence drug (1 MED, total: 30 animals)

- Group 2: A. Infected animals receiving antibiotic A (1 MIC dose, total: 30 animals)

B. Infected animals receiving antibiotic B (1 MIC dose, total: 30 animals)

- Group 3: A. Infected animals receiving antivirulence drug and antibiotic A (1 combination, total: 30 

animals)

B. Infected animals receiving antivirulence drug and antibiotic B (1 combination, total: 30 

animals)

- Group 4: Infected animals receiving PBS (as a control for each experiment, total: 30 animals)

- Extra animals to cover the possibility of animal loss due to technical experimental error (10 animals)



Table 3. Group size for full efficacy study

Time points

Analysis

t=0 t=a t=b Total

Bacteria count and 

cytokine level

6 animals 10 animals 10 animals 30

animals

Histopathology 2 animals 2 animals

At this moment we have 8 inhibitors and 2 antibiotics to be tested. These inhibitors are classified as 

antivirulence drugs, consisting of large molecules (enzymes) and small molecules. For testing each 

inhibitor (alone and with combination of antibiotic), we proposed 3010 animals (Table 4).

Table 4. Calculation of the proposed animals

Experiment Group 

size

Frequency of 

experiment

Total number 

of animals

Pilot study

A. Optimization of 

the sampling 

frequency

94 1x, at the beginning 

of the study

94

B. Antibiotics dose 130 For 2 antibiotics 260

Preliminary efficacy 

study

A. Drug tolerance 

test

12 For 8 inhibitors 96

B. Inhibitor dose 130 For 8 inhibitors 1040

Full efficacy study Full efficacy study 190 For 8 inhibitors 1520

TOTAL 3010
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C. Re-use

Will the animals be re-used?

No, continue with question D.

Yes >  Explain why re-use is considered acceptable for this animal procedure.

Are the previous or proposed animal procedures classified as ‘severe’?

No

Yes> Provide specific justifications for the re-use of these animals during the procedures.

D. Replacement, reduction, refinement

Describe how the principles of replacement, reduction and refinement were included in the research 
strategy, e.g. the selection of the animals, the design of the procedures and the number of animals.

Replacement

During drug development process, in vivo study is indispensable. Although the effect of the antivirulence 

drugs have been investigated in invertebrate model, the therapeutic efficacy has to be studied in a 

complex animal. Mouse is the preferred animal to perform these studies, given similarities in anatomy, 

physiology and the immune system of humans. Hence, various infection models have been developed in

this animal, including acute and chronic P. aeruginosa infection which show a comparable pathogenesis 

as observed in human. In addition, the availability of reagents and a working protocol in developing P. 

aeruginosa lung infection in mice for the antivirulence study, strengthens the decision of choosing mouse 

as a model in our research.



Reduction

We optimize the number of animals by determining the most important time points for sampling in the 

course of infection. In addition, preliminary study will be performed followed by a power analysis for a 

full efficacy study. In this way, we will avoid using excessive number of animals and optimize the use of 

animals in each experiment. The number of animals in pilot experiment was determined from literature 

study, which fulfill the minimum requirement to analyze the important parameters for monitoring lung 

infection. 

Refinement

We carefully designed our study to prevent unnecessary suffering and pain in the animals by taking 

several measures. The animals will be under anaesthesia during the whole procedure. The model is 

designed to develop a sublethal infection. In our previous study, the infection model resulted in moderate 

severity with no mortality from infection. However, we have to take into account the possible occurrence 

of outliers within the batch of animals even though inbred mouse strain will be used. Based on our 

previous experiments, we estimated the chance of reaching severe level of discomfort to be 15%. To 

reduce the incidence of progression into severe level, we will minimize the variation by managing the 

variables that we can control. We will always prepare bacterial inoculum from the same stock, and 

perform the standardized protocol to the healthy animals weighed more than 20 grams. Based on our 

previous findings, this specification helps in minimizing severity. To induce an infection, the bacterial

inoculum is delivered only at the beginning of the experiment using a non-surgical and less-invasive 

delivery method (intratracheal intubation). This method caused less pain and suffering of the animals

compared to other protocols that require tracheotomy or repetitive bacterial inoculation. Another 

measure is to limit the duration of the study into 4 days post bacterial inoculation. This duration is 

sufficient for our study, hence it is not necessary to prolong the infection period. In addition, to measure 

the body temperature, we will use a transponder microchip for temperature measurement that implanted 

subcutaneously. This method allows us to measure the body temperature without inducing stress, 

compared to rectal thermometer. The decrease of body temperature correlates directly with the 

increasing severity of infection. Therefore, measuring body temperature, together with frequent 

monitoring of the animals’ condition, will help us in avoiding implementation of humane endpoints.

Explain what measures will be taken to minimise 1) animal suffering, pain or fear and 2) adverse effects 

on the environment.

The procedures will be performed to the anaesthetized animals.

Repetition and duplication

E. Repetition

Explain what measures have been taken to ensure that the proposed procedures have not already been 

performed. If applicable, explain why repetition is required.

The optimized procedures for this particular purpose have not been performed yet.

Accommodation and care

F. Accommodation and care

Is the housing and care of the animals used in experimental procedures not in accordance with Annex III 
of the Directive 2010/63/EU? 

No 

Yes > If this may adversely affect animal welfare, describe how the animals will be housed and 

provide specific justifications for these choices.

G. Location where the animals procedures are performed

Will the animal procedures be carried out in an establishment that is not licenced by the NVWA?

No > Continue with question H.



Yes > Describe this establishment.

Provide justifications for the choice of this establishment. Explain how adequate housing, care and 
treatment of the animals will be ensured.

Classification of discomfort/humane endpoints

H. Pain and pain relief

Will the animals experience pain during or after the procedures?

No > Continue with question I.

Yes > Will anaesthesia, analgesia or other pain relieving methods be used?

                No > Justify why pain relieving methods will not be used.

                          

               Yes > Indicate what relieving methods will be used and specify what measures will be taken 

to ensure that optimal procedures are used.

Anaesthesia will be applied according to the verified protocol. The anaesthesia equipment is checked 

regularly to ensure that the optimal procedure will be performed properly.                          

I. Other aspects compromising the welfare of the animals

Describe which other adverse effects on the animals’ welfare may be expected?

In our previous study, the infection model resulted in moderate severity with no mortality from infection. 
However, we have to take into account the possible occurrence of outliers within the batch of animals, 
even though inbred mouse strain will be used. Based on our previous experiments, we estimated the 
chance of reaching severe level of discomfort to be 15%. 

Explain why these effects may emerge.

Even though we will use inbred mouse strains, the response of each individual to the bacterial infection 

might differ.

Indicate which measures will be adopted to prevent occurrence or minimise severity.

To reduce the incidence of progression into severe level, we will minimize the variation by managing the 

variables that we can control. We will always preparing bacterial inoculum from the same stock, and 

performing the standardized protocol to the healthy animals weighed more than 20 grams. Based on our 

previous findings, this specification helps in minimizing severity. We will frequently monitor the animals’ 

condition to avoid humane endpoints to be implemented.

J. Humane endpoints

May circumstances arise during the animal procedures which would require the implementation of 

humane endpoints to prevent further distress?

No > Continue with question K.

Yes > Describe the criteria that will be used to identify the humane endpoints.

Severe change in general appearance (constant piloerection, inactivity, poor ambulation) and non-

transient hypothermia.

Indicate the likely incidence.

As mentioned earlier, in our previous study, the infection model resulted in moderate severity with no 

mortality from infection. Taken into account the possible occurrence of outliers within the batch of 

animals, we estimated the chance of reaching severe level of discomfort to be 15%. We will frequently 

monitor the animals condition to avoid humane endpoints to be implemented.

K. Classification of severity of procedures

Provide information on the expected levels of discomfort and indicate to which category the procedures 
are assigned (‘non-recovery’, ‘mild’, ‘moderate’, ‘severe’). 



We estimated 15% of the infected animals could reach severe level of discomfort, and the rest will be 
classified into moderate. However, the severity will be lower when the treatment is proven to be 
effective. Therefore, we categorized the discomfort level of this procedure as moderate to severe.

End of experiment

L. Method of killing

Will the animals be killed during or after the procedures?

No

Yes > Explain why it is necessary to kill the animals during or after the procedures.

Lungs and other organs, as well as blood are needed to be analysed for measuring the infection 

progression.

Is the proposed method of killing listed in Annex IV of Directive 2010/63/EU?

                No > Describe the method of killing that will be used and provide justifications for this 

choice.

                               

                Yes 
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Format DEC-advies 

Maak bij de toepassing van dit format gebruik van de Praktische Handreiking: Ethisch 

Toetsingskader voor proefdiergebruik. Voor voorbeelden, zie bijlage I. 

Herhaling van antwoorden is niet nodig. Indien van toepassing kan verwezen worden 

naar een bij een eerdere vraag verstrekt antwoord.

A. Algemene gegevens over de procedure

1. Aanvraagnummer: Interne RUG code 8078 

2. Titel van het project: Assessing the effect of antivirulence drugs in promoting 

clearance of Pseudomonas aeruginosa in lung infection mouse model

3. Titel van de NTS: Proefdierstudies in het kader van ontwikkelen van 

medicijnen voor het behandelen van Pseudomonas aeruginosa bacteriële 

infectie aan de luchtwegen

4. Type aanvraag: nieuwe aanvraag projectvergunning

5. Contactgegevens DEC:
- naam DEC: DEC-RUG

- telefoonnummer contactpersoon:
- e-mailadres contactpersoon:

6. Adviestraject (data dd-mm-jjjj): ontvangen door DEC:07-12-2016 aanvraag compleet:07-12-2016  in vergadering besproken: 15-12-2016  anderszins behandeld: 26-01-2016  termijnonderbreking(en) van / tot: 19-12-2016 tot 13-01-2017  besluit van CCD tot verlenging van de totale adviestermijn met 
maximaal 15 werkdagen: n.v.t.  aanpassing aanvraag: 13-01-2017  advies aan CCD: 02-02-2017 

7. Geef aan of de aanvraag is afgestemd met de IvD en deze de instemming heeft van 
de IvD.
De IvD heeft aangegeven dat de aanvraag met de IvD is afgestemd.  

Bij de punten 8 t/m 10 kan worden volstaan met ‘n.v.t.’ wanneer de betreffende acties 

niet aan de orde zijn geweest. 

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

- Datum
- Plaats
- Aantal aanwezige DEC-leden
- Aanwezige (namens) aanvrager
- Gestelde vraag / vragen
- Verstrekt(e) antwoord(en)
- Het horen van de aanvrager heeft wel/niet geleid tot aanpassing van de aanvraag

6.
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9. Correspondentie met de aanvrager
- Datum: 16-12-2016

Gestelde vraag/vragen: 

1/ In the application you state that you wish to replicate the majority of the experiments. What is the rationale 

for this? Can you clearly substantiate why replication of the experiments (by your own research group) is 

absolutely necessary? 

2/ In the application you state that you will use an established animal model. Can you substantiate this? Previous 

information (amendments in DAP) indicate that setting up the model was troublesome. 

3/Progression to severe discomfort in 30% of the animals is rather severe. Are options available to reduce severe 

discomfort? The DEC stresses that, if severe discomfort is reached in so many animals, that a proper and 

extentensive justification for this needs to be given 

4/ A proper scientific justification for using female mice only should be provided 

Relating to appendix 1: 

5/ A (technical) description of how the imaging (using radioactive or fluorescent probes) in lungs is performed is 

lacking. 

Relating to appendix 2: 

6/ It is unclear how the used antibiotic is selected. Two candidate antibiotics are mentioned but it appears from 

the indicated number of animals that only 1 of the 2 is used. Can you clarify this? 

7/  It is unclear why experiment preliminary  ‘C. Combination therapy of antivirulence drug and antibiotic ‘is 

needed.  The MIC and MED dose have been established in the previous experiments. Would these data not 

provide estimate for the effect of combined therapy. Also, is it possible to get information on possible effects of 

interaction between treatment modalities  from in vitro assays? 

Relating to NTS: 

8/ There are discrepancies in number of animals and level of discomfort when comparing NTS with the project 

proposal/ appendixes.  The level of discomfort should really reflect the description as  mentioned in the proposal, 

including the (estimated)proportion of animals that undergo the different levels of discomfort 

- Datum antwoord: 13-01-2017
- Verstrekt(e) antwoord(en):

1/ In our initial CCD application, the repetition was assigned only for the “optimization of the sampling frequency” 

in the Pilot Study, and for the Full Efficacy Study. Our intention was to verify the reproducibility of the 

experimental results to ensure that the results are scientifically reliable. The “optimization of the sampling 

frequency” is an important step, because it will determine the crucial time points to be used in the experimental 

setup for the whole study. We have to be sure that the result is reproducible and reliable, before implementing 

the setup. Therefore, it is necessary to validate the result by performing a repetition of this experiment. In the 

case of Full Efficacy study, we agreed to exclude the repetition and will perform the experiment once. We are 

convinced that performing one full set of experiment with statistical support is sufficient to determine the 

treatment effect. The overview of the proposed study is as follows: 

1. Pilot study – will only be performed at the beginning of the study: A. Optimization of the sampling frequency 

(one repetition to confirm the reproducibility); B. Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 

the antibiotics (testing maximum of 3 doses).  2. Preliminary study – will be performed for all inhibitors: A. Drug 

tolerance test (testing 3 doses); B. Determination of minimum effective dose (MED) of the inhibitors  (testing 

maximum of 3 doses). 3. Full efficacy study – Testing of MIC, MED and combination of thereof, where the group 

size is determined by power analysis. 

Modifications were made in: Proposal and Appendix 2 

2/ We understand that the word “established” in the application gives a strong impression of the animal model, 

which is not applicable in our case. We would like to explain that at this point, we have an optimized working 

protocol for inducing P. aeruginosa lung infection that give a sufficient outcome for our purpose. The explanation 

of the model development is elaborated below. Lung infection model is challenging to be performed, but it shows 

a great importance as a robust system for studying drug development and disease pathology. The model itself 

was established by other research groups around the world, but our study initiated the first step of establishing 

this model in the UMCG-RuG facility. Acquiring this model will permit a continuous research in our facility, as 

designed in our roadmap of drug development process. We started the study with the well-planned strategy, but 

challenges and difficulties are inevitable, and in some cases are unforeseeable during the setting up of this model. 

The development of animal model in our study was planned carefully and the experiments were executed in a 

stepwise manner. We strive to refine the conventional infection protocol with a less invasive bacterial 

administration method (non-surgical intratracheal intubation to replace tracheotomy). To facilitate the need of 

delivering large molecule inhibitors, we chose an intranasal administration method. To the best of our knowledge, 

there is no published article with this particular method combination. The lack of references also contributed to 

the rather complicated optimization process that we experienced.We have optimized important variables to 

develop the lung infection model. First of all, the bacterial inoculum has to be prepared in a certain way, so that a 
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single bacterial administration to the lungs is sufficient to induce a persistent infection. In order to achieve this, 

the bacteria have to be entrapped in agarose microbeads before administration to the lungs. We have validated 

the bacterial entrapment protocol, which resulted in a consistent beads size (100-200 µm) and a consistent 

bacterial count (1-3x108 CFU/mL). The microbeads suspension was subsequently diluted to the desired bacterial 

CFU for administration to the animals. We have confirmed that the lung administration of sterile agarose 

microbeads alone (without P. aeruginosa) do not affect the animals’ health. Next, we have to solve one of the 

most crucial aspects in generating the model, which is determining the bacterial dose to be inoculated. 

Inoculating too less bacteria leads to a rapid clearance of infection, while inoculating too much bacteria is 

associated with severe infection and high mortality. Therefore, we intended to find the sublethal dose, that will 

induce a persistence infection with low mortality. Each research group in the literatures mentions different 

sublethal doses of bacteria. Although each group is using the same bacterial strain that was obtained from the 

same source, there is variation in culturing the bacteria at each laboratory. This variation inevitably creates 

diverse bacterial sublines that are associated with different fitness, antimicrobial susceptibility, and virulence. 

Therefore, determining the sublethal dose for infection was not a straightforward translation from the literature.  

 In the last experiments to optimize the animal model setup, we have finally determined the sublethal 

dose for infection, which is 2,5.105 CFU/animal. The animals also received PBS via intranasal route once daily, to 

simulate the condition of the intended drug administration. Two independent experiments with each 6 animals 

resulted in a persistent infection up to 4 days post bacterial inoculation, as seen in the bacterial loads in the lungs 

(Figure 1). No mortality observed during the experiment, and the infection resulted in a moderate severity, 

judged by the change in body temperature and body weight (Figure 2), as well as the general appearance 

(behavior, movement and coat condition). The repetition of this protocol resulted in the same trend in all 

monitored parameters as can be seen in the results. Therefore, this optimized protocol is assigned as the method 

to generate the lung infection model for further experiment.   
 

 

Figure 1. Bacterial count kinetics in the lungs of the animals infected with sublethal bacterial dose. The results are from two independent 

experiments (a and b). To reduce the animal numbers, no animals were sacrificed at Day 0, the inoculated bacterial counts were confirmed by 

plating the inoculum on agar plates. In addition, based on previous experiments, the amount of bacteria in the lungs at t=0 was the same as the 

administered inoculum.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Change of body weight and body temperature of the animals infected with sublethal bacterial dose. The results are 

from two independent experiments (a and b). Each individual line corresponds to one animal. The red arrows indicate the 

intranasal administration of PBS. We observed no permanent hypothermia, and the animals gained weight in Day 3. 

 

(a) (b

)

   

D
ay

 0

D
ay

 1

D
ay

 1

D
ay

 1

D
ay

 2

D
ay

 2

D
ay

 2

D
ay

 3

D
ay

 3

D
ay

 3

D
ay

 4

34

35

36

37

38

39

40

T
e
m

p
e
ra

tu
re

 (
C

)

   

D
ay

 0

D
ay

 1

D
ay

 2

D
ay

 3

D
ay

 4

85

90

95

100

105

B
o

d
y
 w

e
ig

h
t 

(%
)

     

D
ay

 0

D
ay

 0

D
ay

 1

D
ay

 1

D
ay

 2

D
ay

 2

D
ay

 2

D
ay

 3

D
ay

 3

D
ay

 4

34

35

36

37

38

39

40

T
e
m

p
e
ra

tu
re

 (
C

)

D
ay

 0

D
ay

 1

D
ay

 2

D
ay

 3

D
ay

 4

85

90

95

100

105

B
o

d
y
 w

e
ig

h
t 

(%
)

(a)

(b)



14 juli 2016

4

3/ As mentioned in the response to question no. 2, in reality we did not observe a severe infection nor the 

mortality from infection when performing the latest protocol. We exaggerated the severity level of the model in 

the proposal to anticipate the possibility of higher variance of severity when using a larger number of animals. 

Although the inbred mouse strain will be used, we have to take into account the possible occurrence of outliers 

within the batch of animals. Therefore, to make a more representative estimation, we would formulate the 

chance of reaching severe level of discomfort based on the experimental data, which is 15% chance (in the case 

that 1 animal reaching severe level of discomfort in a group of 6 animals).  

Modifications were made in: Appendix 1 and Appendix 2 

4/ Justification of using female mice was made in the application. 

Modifications were made in: Appendix 1 and Appendix 2 

5/ Based on the progress in screening the inhibitor candidates, we have decided that the radioactive tagging will 

not be necessary at this point. The fluorescence tag is sufficient for our purpose to perform the distribution study.  

Modifications were made in: Proposal and Appendix 1 

6/ Two antibiotic candidates in this study are commonly used for treating Pseudomonas aeruginosa infection. 

They are selected from different antibiotics classes with distinctive mode of actions: disruption of the structural 

integrity of the bacteria, and interference of the DNA or protein metabolism in the bacteria. What we implied in 

the initial application was to test the combination between 4 antivirulence drugs with the first antibiotic, and 4 

other antivirulence drugs with the second antibiotic. We were aware that this strategy relinquishes some 

important combinations, and missing the chance to have a complete answer for the research question. Although 

we had a solid argument to propose for all drugs combinations, the sole reason for the initial design was to 

reduce the proposed number of animals. We were afraid that the complete study design resulted in too much 

animals and halt the application process. We now aware that this is not an ethical reason to minimize the 

proposed number of animals. Therefore in this revision, we would like to modify the application by incorporating 

all possible combinations between antivirulence drugs and antibiotics. Since the chosen antibiotics attack 

different pathway in the bacteria, it is intriguing to see if our antivirulence drugs could work in synergy with these 

antibiotics. This approach will give a more comprehensive answer to the research questions.  

A certain drug combination will be tested in the animal model only when these 2 conditions are addressed: 

1. The combination of antivirulence and antibiotic show no negative interaction in vitro. 

2. The combination of antivirulence and antibiotic show synergistic effect in the invertebrate animal model. 

Modifications were made in: Proposal and Appendix 2 

7/ Prior to the full efficacy study, an in vitro assay will be performed, to eliminate the combination(s) of 

antivirulence and antibiotics that show negative interaction(s). Further, the drugs combinations without negative 

interactions will be tested for its synergistic effect in the invertebrate infection model. These together will give an 

indication whether the combination therapy will be continued to the Full Efficacy Study.  

In our initial strategy, the reason why we want to do the preliminary combination study is to make a stepwise 

approach. Based on the further discussion with a statistician and the advice from DEC, we will remove the drug 

combination test in the Preliminary Study, and will perform it directly in the Full Efficacy Study. We expect that 

the combination therapy will show a more pronounce, or the same level of therapeutic effect as antibiotic or 

antivirulence drug alone. Hence, we can use the MED and the MIC data for the power analysis to determine the 

group size for the combination therapy.  

Modifications were made in: Proposal and Appendix 2 

8/ Appropriate modifications was added in the NTS file. 

- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag 

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

- Aard expertise
- Deskundigheid expert
- Datum verzoek
- Strekking van het verzoek
- Datum expert advies
- Advies expert

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling)

1. Is het project vergunningplichtig (dierproeven in de zin der wet)? Ja

2. Indien van toepassing, licht toe waarom het project niet vergunningplichtig is en of 
daar discussie over geweest is.
Indien niet vergunningplichtig, ga verder met onderdeel E. Advies.
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3. De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag

4. Is de DEC competent om hierover te adviseren? Ja

5. Geef aan of DEC-leden, met het oog op onafhankelijkheid en onpartijdigheid, zijn 
uitgesloten van de behandeling van de aanvraag en het opstellen van het advies.
Indien van toepassing, licht toe waarom. n.v.t.

C. Beoordeling (inhoud)

1. Beoordeel of de aanvraag toetsbaar is en voldoende samenhang heeft (Zie 

handreiking ‘Invulling definitie project’; zie bijlage I voor toelichting en voorbeeld).

Deze aanvraag heeft een concrete doelstelling en kan getypeerd worden als 

een project. Immers, de verschillende subdoelen zijn zowel tijdsafhankelijk 

als uitkomstafhankelijk van elkaar. Deze subdoelen zijn allemaal 

noodzakelijk om de doelstelling te behalen. Het is helder welke handelingen 

en ongerief individuele dieren zullen ondergaan. De aanvrager heeft zowel 

binnen de doelstellingen als tussen de doelstellingen criteria beschreven op 

basis van welke criteria deze zal besluiten het project wel of niet te

continueren. De DEC vertrouwt erop dat de aanvrager gedurende het project 

op zorgvuldige wijze besluiten zal nemen over de voortgang van het project 

en er niet onnodig dieren gebruikt zullen worden. Gezien bovenstaande is de 

DEC van mening dat de aanvraag toetsbaar is en voldoende samenhang 

heeft. 

2. Signaleer of er mogelijk tegenstrijdige wetgeving is die het uitvoeren van de proef in 
de weg zou kunnen staan. Het gaat hier om wetgeving die gericht is op de 
gezondheid en welzijn van het dier of het voortbestaan van de soort (bijvoorbeeld 
Wet dieren en Flora- en faunawet). 

Voor zover de DEC de mogelijke tegenstrijdigheid kan beoordelen is er ‘geen 

aanleiding’ (of ‘aanleiding’) om deze strijdigheid met andere wettelijke 

bepalingen aanwezig te achten. De DEC wil wel vooropstellen dat deze 

signaleringsfunctie niet tot de taken van de DEC behoort.

3. Beoordeel of de in de projectaanvraag aangekruiste doelcategorie(ën)
aansluit(en) bij de hoofddoelstelling. Nevendoelstellingen van beperkt belang hoeven 
niet te worden aangekruist in het projectvoorstel. De doelcategorie

sluit aan bij de hoofddoelstelling.

Belangen en waarden

4. Benoem zowel het directe doel als het uiteindelijke doel en geef aan of er een directe 
en reële relatie is tussen beide doelstellingen. Beoordeel of het directe doel 
gerechtvaardigd is binnen de context van het onderzoeksveld (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C4; zie bijlage I voor voorbeeld).

Het directe doel van dit project is het onderzoeken van het effect van 8 

nieuw ontwikkelde virulentie remmers, alleen en in combinatie met een 

antibioticum op de ontwikkeling van longontsteking. De hypothese is dat de 

antivirulente stoffen bacteriegroei remmen en daarnaast een verstorende 
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invloed kunnen hebben op het vormen van een bacteriële biofilm, waardoor 

antibiotica effectiever kunnen werken.

Het uiteindelijke doel is om te komen tot betere behandelingen voor 

longontsteking en in het verlengde daarvan ook betere 

behandelingsstrategieën voor patiënten die lijden aan ongeneeslijke 

chronische aandoeningen, zoals COPD en cystic fibrosis.

Er is geen directe en reële relatie tussen het directe en uiteindelijke doel. 

Het uiteindelijke doel zal binnen de looptijd van het project niet gehaald 

worden. Het project is gericht op translationeel onderzoek m.b.t. het

hierboven beschreven (directe) doel. Indien een van de geteste 

virulentieremmer/antibioticum combinaties effectief is in het hier gebruikte 

diermodel zal dat hoogstwaarschijnlijk tot een vervolgstudie leiden voor de 

verdere vertaling naar de mens. De aanvrager heeft duidelijk gemaakt wat 

dit project kan bijdragen aan het onderzoeksveld en het directe doel is dus 

gerechtvaardigd binnen de context van het onderzoeksveld.

5. Benoem de belanghebbenden in het project en beschrijf voor elk van de 
belanghebbenden welke morele waarden in het geding zijn of bevorderd worden (Zie 

Praktische handreiking ETK: Stap 2.B en tabel 1; zie bijlage I voor voorbeeld)

De belangrijkste belanghebbenden in dit translationele project, wat gericht 

is op het onderzoek naar de werkzaamheid van virulentieremmers bij de 

behandeling van longontsteking zijn de proefdieren, en de doelgroep/patiënt 

en diens naasten. 

      Waarden die voor proefdieren in het geding zijn: de integriteit van de 

dieren zal worden aangetast, de dieren zullen beperkt worden in hun 

natuurlijke gedrag en gedurende de proeven zullen de dieren stress 

ondervinden en ongerief ondergaan.

      Waarden die voor patiënten bevorderd kunnen worden: de gezondheid 

van patiënten kan hierdoor verbeterd worden. Hierdoor kan de kwaliteit van 

leven verbeterd worden van patiënten en van hun naasten.

6. Geef aan of er sprake kan zijn van substantiële milieueffecten. Zo ja, benoem deze, 
leg uit waarom daar sprake van kan zijn en geef aan of deze effecten afgedekt 
worden door specifieke wet- en regelgeving  op het gebied van het omgaan met voor 
het milieu risicovolle stoffen of organismen.

Voor zover de DEC de beschreven effecten op het milieu kan beoordelen is er 

‘geen aanleiding’ (of ‘aanleiding’) om de in de aanvraag beschreven effecten 

op het milieu in twijfel te trekken. De DEC wil wel vooropstellen dat deze 

signaleringsfunctie niet tot de taken van de DEC behoort.

Proefopzet en haalbaarheid

7. Beoordeel of de kennis en kunde van de onderzoeksgroep en andere betrokkenen bij 
de dierproeven voldoende gewaarborgd zijn. Licht uw beoordeling toe. (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C5). Voor zover de DEC kan beoordelen zijn de kennis 

en kunde van de onderzoeksgroep adequaat gezien de wetenschappelijke 

output alsmede de aandacht voor de drie V’s

8. Beoordeel of het project goed is opgezet, de voorgestelde experimentele opzet en 
uitkomstparameters logisch en helder aansluiten bij de aangegeven doelstellingen en 
of de gekozen strategie en experimentele aanpak kan leiden tot het behalen van de 
doelstelling binnen het kader van het project. Licht uw beoordeling toe. Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C6). De DEC is ervan overtuigd dat het projectvoorstel 

aansluit bij recente wetenschappelijke inzichten en geen hiaten bevat die de 
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bruikbaarheid van de resultaten in de weg zullen staan. De voorgestelde 

experimentele opzet en uitkomstparameters zijn logisch en helder gekozen 

en sluiten aan bij de aangegeven doelstellingen en de gekozen strategie en 

experimentele aanpak kunnen naar de mening van de DEC leiden tot het 

behalen van de doelstelling in het kader van het project.

Welzijn dieren

9. Geef aan of er sprake is van één of meerdere bijzondere categorieën van dieren, 
omstandigheden of behandeling van de dieren. Beoordeel of de keuze hiervoor 
voldoende wetenschappelijk is onderbouwd en of de aanvrager voldoet aan de in de 
Wet op de Dierproeven (Wod). voor de desbetreffende categorie genoemde 
beperkende voorwaarden. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: 
Stap 1.C1; zie bijlage I voor toelichting en voorbeelden). N.v.t.

 Bedreigde diersoort(en) (10e, lid 4) 
 -menselijke primaten (10e) 
 f) 

 h) 
 2) 
 instelling vergunninghouder (10g) 
 Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13) 
 (13c, lid 3) 

10.Geef aan of de dieren gehuisvest en verzorgd worden op een wijze die voldoet aan de 
eisen die zijn opgenomen in bijlage III van richtlijn 2010/63/EU. Indien niet aan deze 
minimale eisen kan worden voldaan, omdat het, om redenen van dierenwelzijn of 

diergezondheid of om wetenschappelijke redenen, noodzakelijk is hiervan af te wijken, 

beoordeel of dit in voldoende mate is onderbouwd. Licht uw beoordeling toe. De DEC 

heeft zich ervan verzekerd dat zulks het geval is.

11.Beoordeel of het cumulatieve ongerief als gevolg van de dierproeven voor elk dier 
realistisch is ingeschat en geclassificeerd. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C2). Het gekozen diermodel is door de aanvrager in 

Groningen ontwikkeld. Dit was geen gemakkelijk proces waarbij pas in de 

laatste fase het ongerief voor de dieren lager werd. De DEC heeft nadere 

vragen gesteld aan de aanvrager en overleg met de IvD gevoerd. O.b.v. de 

informatie verstrekt in de aanvraag en de antwoorden van aanvrager en 

IvD denkt de DEC dat het ongerief goed is ingeschat. Voorts vertrouwt de

DEC erop dat de aanvrager al het mogelijke zal doen om het eventuele 

ongerief voor de proefdieren te identificeren, te verminderen en waar 

mogelijk te voorkomen.

12.Het uitvoeren van dierproeven zal naast het ongerief vaak gepaard gaan met aantasting van de 
integriteit van het dier. Beschrijf op welke wijze er sprake is van aantasting van integriteit.

(Zie Praktische handreiking ETK: Stap 1.C2). (zie bijlage I voor voorbeeld).

De integriteit van het dier wordt aangetast door toediening van bacteriën, 

virulentie remmers, antibiotica, anesthesie en opoffering.

13.Beoordeel of de criteria voor humane eindpunten goed zijn gedefinieerd en of goed is 
ingeschat welk percentage dieren naar verwachting een humaan eindpunt zal 
bereiken. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 1.C3).

Naar de mening van de DEC zijn de criteria voor humane eindpunten in deze 
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aanvraag goed beschreven (zie ook vraag 11).

3V’s

14.Beoordeel of de aanvrager voldoende aannemelijk heeft gemaakt dat er geen
geschikte vervangingsalternatieven zijn. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische

handreiking ETK: Stap 1.C3).
De aanvrager heeft voldoende aannemelijk gemaakt dat er geen geschikte 

vervangingsalternatieven zijn. De complexe omstandigheden voor bacterie 

kolonisatie, de biodistributie van en interactie met virulentie remmers en 

antibiotica in de longen zijn in vitro niet na te bootsen.  

15.Beoordeel of het aantal te gebruiken dieren realistisch is ingeschat en of er een 
heldere strategie is om ervoor te zorgen dat tijdens het project met zo min mogelijk 
dieren wordt gewerkt waarmee een betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. 
Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 1.C3).

Naar de mening van de DEC is het aantal te gebruiken dieren realistisch 

ingeschat en wel zodanig dat niet meer dan nodig, maar ook niet minder dan 

nodig dieren worden gebruikt voor het behalen van een betrouwbaar 

wetenschappelijke resultaat zulks mede gebaseerd op pilot experimenten, 

poweranalyse en door de aanvrager aangeleverde literatuur referenties.

16.Beoordeel of het project in overeenstemming is met de vereiste van verfijning van 
dierproeven en het project zodanig is opgezet dat de dierproeven zo humaan mogelijk 
kunnen worden uitgevoerd. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: 

Stap 1.C3).

De DEC heeft zich ervan verzekerd dat de aanvrager al het mogelijke zal 

doen om het eventuele ongerief voor de proefdieren te identificeren, te 

verminderen en waar mogelijk te voorkomen. Hierbij heeft de DEC onder 

andere de intensieve welzijnsmonitoring, pijnbestrijding en huisvesting in 
haar beoordeling betrokken.

17.Beoordeel, indien het wettelijk vereist onderzoek betreft, of voldoende aannemelijk 
is gemaakt dat er geen duplicatie plaats zal vinden en of de aanvrager beschikt over 
voldoende expertise en informatie om tijdens de uitvoering van het project te 
voorkomen dat onnodige duplicatie plaatsvindt. Licht uw beoordeling toe.

Voor zover de DEC kan beoordelen zijn de kennis en kunde van de 

onderzoeksgroep adequaat en mede gezien het daartoe strekkende 

antwoord van de aanvrager in de projectaanvraag heeft de DEC reden aan te 

nemen dat onnodige duplicatie achterwege blijft.

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef

18.Geef aan of dieren van beide geslachten in gelijke mate ingezet zullen worden. Indien 
alleen dieren van één geslacht gebruikt worden, beoordeel of de aanvrager dat in 
voldoende mate wetenschappelijk heeft onderbouwd. (Zie Praktische handreiking 

ETK: Stap 1.C3; zie bijlage I voor voorbeeld).

In onderhavige projectaanvraag worden alleen vrouwelijke dieren

gebruikt. De onderzoeker heeft naar de mening van de DEC deze keuze in de 

projectaanvraag voldoende onderbouwd. Alhoewel de DEC-RUG

vermindering van proefdieren in voorraad gedood toejuicht is zij overigens 

van mening dat dit aspect met name met de centrale dienst proefdieren en 
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de aanvrager kortgesloten dient te worden daar de DEC niet betrokken is bij 

de fok en aankoop van proefdieren.

19.Geef aan of dieren gedood worden in kader van het project (tijdens of na afloop van 
de dierproef). Indien dieren gedood worden, geef aan of en waarom dit noodzakelijk
is voor het behalen van de doelstellingen van het project. Indien dieren gedood 
worden, geef aan of er een voor de diersoort passende dodingsmethode gebruikt
wordt die vermeld staat in bijlage IV van richtlijn 2010/63/EU. Zo niet, beoordeel of 
dit in voldoende mate is onderbouwd. Licht uw beoordeling toe. Indien van 
toepassing, geeft ook aan of er door de aanvrager ontheffing is aangevraagd (Zie 
Praktische handreiking ETK: Stap 1.C3).

Naar de mening van de DEC is dit genoegzaam beschreven in de 

projectaanvraag door de aanvrager.

20. Indien niet-humane primaten, honden, katten of landbouwhuisdieren worden gedood
om niet-wetenschappelijke redenen, is herplaatsing of hergebruik overwogen? Licht 
toe waarom dit wel/niet mogelijk is. N.v.t.

NTS

21. Is de niet-technische samenvatting een evenwichtige weergave van het project en 
begrijpelijk geformuleerd?

Naar de mening van de DEC is zulks het geval.

D. Ethische afweging

1. Benoem de centrale morele vraag (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 3.A).

Rechtvaardigen de doelstellingen van het project “Assessing the effect of 

antivirulence drugs in promoting clearance of Pseudomonas aeruginosa in lung 

infection mouse model”, dat gericht is op het testen van virulentie remmers 

voor de behandeling van longontsteking het matige-ernstige ongerief, dat de 

muizen wordt aangedaan in het onderhavige project?

2. Weeg voor de verschillende belanghebbenden, zoals beschreven onder C5, de sociale 
en morele waarden waaraan tegemoet gekomen wordt of die juist in het geding zijn ten 
opzichte van elkaar af. Om dit proces te vergemakkelijken, kunt u de belangrijkste 
belanghebbenden en de belangrijkste waarden die in het geding zijn waarderen. U kunt 
dit verwoorden in termen van gering, matig of veel/ernstig voordeel of nadeel. Geef aan 
waarom de DEC bevordering van waarden (baten) voor de ene belanghebbende 
prevaleert boven de aantasting van waarden (kosten) voor de andere belanghebbende 
(Zie Praktische handreiking ETK: Stap 3.B; zie bijlage I voor voorbeelden).

Waarden die voor de proefdieren in het geding zijn: matig tot ernstig ongerief.

Waarden die voor de doelgroep bevorderd worden: mogelijk groot voordeel

voor patiënten.

Algemeen: Vergroting van medische kennis met betrekking tot de behandeling 

van longontsteking d.m.v. het doorbreken van antibiotica resistentie m.b.v. 

virulentieremmers.
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De DEC-RuG is van mening dat de belangen van de samenleving in het algemeen 

en de patiënten en hun naasten in het bijzonder binnen het project “Assessing 

the effect of antivirulence drugs in promoting clearance of Pseudomonas 

aeruginosa in lung infection mouse model” zwaarder wegen dan de 

belangen/waarden van de proefdieren. Voor de betrokken proefdieren leiden 

deze proeven, na matig tot incidenteel ernstig ongerief, tot de dood. Zij worden 

door de experimenten in hun welzijn geschaad. Ten gevolge van de proeven 

zullen de dieren stress ondervinden. De integriteit van de dieren zal worden 

aangetast door het toedienen van Pseudomonas aeruginosa met longontsteking 

tot gevolg. Daarnaast zal medicatie (virulentieremmers en antibiotica) worden 

toegediend. De dieren worden opgeofferd aan het eind van de proeven. 

Indien de doelstellingen bereikt worden, zal dit project echter kunnen leiden tot

een mogelijke nieuwe behandeling van longontsteking en relevante uitbreiding 

van medisch-wetenschappelijke kennis over het doorbreken van antibiotica 

resistentie bij longontsteking. Longontsteking is een ernstige aandoening die 

momenteel alleen behandeld kan worden met zware antibiotica kuren die vaak 

tot antibiotica resistentie en alle bijbehorende complicatiesleiden. De 

behandeling is extra problematisch bij mensen die lijden aan COPD of cystic

fibrosis. Dit project levert mogelijk nieuwe kandidaat medicijnen voor de 

behandeling van deze mensen. Dit is van maatschappelijk belang en kan 

kwaliteit van leven bij mensen bevorderen. Vandaar dat de DEC-RuG het hier 

beschreven onderzoek, zowel vanuit wetenschappelijk als vanuit 

maatschappelijk oogpunt, van zodanig belang acht dat de dierproeven 

gerechtvaardigd zijn.

Het is aannemelijk dat de doelstelling behaald zal worden. De onderzoekers 

zullen zoveel mogelijk trachten het welzijn van de dieren te bevorderen, 

waardoor het werkelijke ongerief van de dieren proportioneel blijft in relatie tot 

het te behalen voordeel. 

3. Beantwoord de centrale morele vraag. Maak voor het beantwoorden van deze vraag 
gebruik van bovenstaande afweging van morele waarden. Maak daarnaast gebruik van 
de volgende moreel relevante feiten: belang onderzoek (C4), kennis en kunde van 
betrokkenen (C7), haalbaarheid doelstellingen (C8), categorieën en herkomst dieren 
(C9), 3V’s (C14-C18), ongerief (C10-13 en C19) en relevante wet en regelgeving (C2). 
Onderbouw hoe al deze elementen zijn meegewogen bij de beantwoording van de 
centrale morele vraag, zodanig dat het navolgbaar is zonder gedetailleerde kennis te 
hebben van het projectvoorstel (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 3.C; zie bijlage I 
voor voorbeeld).

De DEC-RuG beantwoordt de centrale morele vraag: rechtvaardigt de 

doelstelling van het project “Assessing the effect of antivirulence drugs in 

promoting clearance of Pseudomonas aeruginosa in lung infection mouse 

model”, dat gericht is op het testen van nieuwe behandelmethoden voor 

longontsteking, de opoffering en het matige-ernstige ongerief, dat de dieren 

wordt aangedaan in het voorliggende project bevestigend. 

Hoewel de DEC-RuG het belang van de intrinsieke waarde van het dier 

onderschrijft en oog heeft voor het te ondergaan ongerief van de proefdieren, 

weegt het belang van dit project naar haar mening zwaarder.

De DEC-RuG is van mening dat de voorgestelde experimentele opzet en 

uitkomstparameters logisch en helder aansluiten bij de aangegeven 

doelstellingen en dat de gekozen strategie en experimentele aanpak kunnen 

leiden tot het behalen van de doelstelling binnen het kader van het project. De 

onderzoekers beschikken over de benodigde kennis en technische expertise en 

er is geen sprake van duplicatie. 
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In de gekozen strategie wordt op bevredigende wijze tegemoetgekomen aan de 

vereisten van vervanging, vermindering en verfijning. Dit blijkt onder andere 

uit: 1) Het feit dat er goede go/no go en inclusiecriteria beschreven zijn. 2) 

Gedegen in vitro voorwerk dat het aantal te includeren dieren beperkt. 3) De

fijnmazige welzijnsmonitoring m.b.v. lichaamstemperatuur sensors.

De DEC-RuG is ervan overtuigd dat de aanvrager voldoende maatregelen treft 

om zowel het ongerief van de dieren als het aantal benodigde dieren tot een 

minimum te beperken. De DEC-RuG is ervan overtuigd dat er geen alternatieven 

zijn, waardoor deze dierproef met minder ongerief of met minder, dan wel 

zonder levende dieren zou kunnen worden uitgevoerd.

Op grond van deze overwegingen beschouwt de DEC-RuG de voorgestelde 

dierproeven in het projectvoorstel “Assessing the effect of antivirulence drugs 

in promoting clearance of Pseudomonas aeruginosa in lung infection mouse 

model” als ethisch gerechtvaardigd en komt t.a.v. dit projectvoorstel tot een 

positief advies.

E. Advies

1. Advies aan de CCD
 De DEC adviseert de vergunning te verlenen

De DEC adviseert de volgende voorwaarde op te nemen :

In de beginfase van de uitvoering moet er regelmatig terugkoppeling 

naar de IvD plaatsvinden aangaande ongerief en uitval.

2. Het uitgebrachte advies is kan unaniem tot stand zijn gekomen dan wel gebaseerd 
zijn op een meerderheidsstandpunt in de DEC. Indien gebaseerd op een 
meerderheidsstandpunt, specificeer het minderheidsstandpunt op het niveau van 
verschillende belanghebbenden en de waarden die in het geding zijn (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 4.A; zie bijlage I voor voorbeeld).

Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus.

3. Omschrijf de knelpunten/dilemma's die naar voren zijn gekomen tijdens het 
beoordelen van de aanvraag en het opstellen van het advies zowel binnen als buiten 
de context van het project (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 4.B).

In eerste instantie wilde de aanvrager een aantal experimenten repliceren. 

Dit vond de DEC-RUG, zeker gezien de ongerief classificatie niet acceptabel, 

de aanvraag is gewijzigd op dit punt. Daarnaast waren er  zorgen over het 

relatief hoge aantal dieren met ernstig ongerief. Overleg met de IvD en de 

beantwoording van vragen hierover door de aanvrager hebben deze zorg 

weggenomen.

De DEC is overigens niet gewoon projectaanvragen buiten de context c.q. 

haar verantwoordelijkheid en competentie te beoordelen.



8.















Inventaris Wob-verzoek W17-08

wordt verstrekt weigeringsgronden

nr. document NTS 2017855 reeds openbaar niet geheel deels 10.1.c 10.2.e 10.2.g 11.1

� Origineel aanvraagformulier x x x

� NTS  x

� Projectvoorstel x x x x

� Bijlage x x x x

� DEC advies x x x

� Mail verzoek verduidelijking DEC x x x

� DEC advies nieuw x x x

� Advies CCD x x

	 Beschikking en vergunning x x x



Aanvraag

Projectvergunning Dierproeven
Administratieve gegevens

U bent van plan om één of meerdere dierproeven uit 
te voeren.
Met dit formulier vraagt u een vergunning aan voor 
het project dat u wilt uitvoeren. Of u geeft aan wat u 
in het vergunde project wilt wijzigen.
Meer informatie over de voorwaarden vindt u 

      op de website www.centralecommissiedierproeven.nl. 
      of in de toelichting op de website.

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

1 Gegevens aanvrager
1.1 Heeft u een 

deelnemernummer van de 
NVWA? 
Neem voor meer informatie 

over het verkrijgen van een 
deelnemernummer contact 
op met de NVWA. 

Ja    > Vul uw deelnemernummer in 10500

Nee > U kunt geen aanvraag doen

1.2

1.3

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

Vul de gegevens van het 
postadres in.
Alle correspondentie van de 

CCD gaat naar de 

portefeuillehouder of diens 

gemachtigde en de 

verantwoordelijke 

onderzoeker.

Naam instelling of 
organisatie

10500

Naam van de 
portefeuillehouder of 
diens gemachtigde

Rijksuniversiteit Groningen

KvK-nummer 1179037

Straat en huisnummer A. Deusinglaan 1, 

Postbus

Postcode en plaats 9713 AV GRONINGEN

IBAN NL45ABNA0474567206

Tenaamstelling van het 
rekeningnummer  

Rijksuniversiteit Groningen

1.4 Vul de gegevens in van de 
verantwoordelijke 
onderzoeker.

(Titel) Naam en 
voorletters

Dhr.  Mw.

Functie

Afdeling

Telefoonnummer

E-mailadres

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

(Titel) Naam en 
voorletters

Dhr.  Mw.

Functie

Afdeling

Telefoonnummer

E-mailadres

1.



                         2 van 3 

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

(Titel) Naam en 
voorletters

Dhr.  Mw.

Functie

Afdeling

Telefoonnummer

E-mailadres

1.7 Is er voor deze 
projectaanvraag een 
gemachtigde?

Ja    > Stuur dan het ingevulde formulier Melding Machtiging mee met  deze aanvraag

Nee  

2 Over uw aanvraag

2.1 Wat voor aanvraag doet u? Nieuwe aanvraag  > Ga verder met vraag 3

Wijziging op (verleende) vergunning die negatieve gevolgen kan hebben voor het        
    dierenwelzijn   

    Vul uw vergunde projectnummer 
    in en ga verder met vraag 2.2

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

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

    Vul uw vergunde projectnummer 
    in en ga verder met vraag 2.3

   

Ja > Beantwoord dan in het projectplan en de niet-technische samenvatting alleen
           de vragen waarop de wijziging betrekking heeft en onderteken het 
            aanvraagformulier

Nee  > Ga verder met vraag 3

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

Nee   >  Ga verder met vraag 3

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

3 Over uw project

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

Startdatum 1     - 5    - 2017

Einddatum 1     - 5    - 2022

3.2 Wat is de titel van het 
project? 

Onderzoek naar verschillende subtypen humane bloedkanker om betere
behandelmethoden te kunnen ontwikkelen voor leukemiepatiënten

3.3 Wat is de titel van de niet-
technische samenvatting? 

Transplantatie model voor verschillende subtypen leukemie om behandelmethodes te
kunnen verbeteren

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

Naam DEC DEC-RUG

Postadres A. Deusinglaan 1, 

E-mailadres secrdec.umcg@umcg.nl

            



p-0[                 3 van xx

Aanvraag  Onderwerp

   Dienst Regelingen

   Ministerie van Landbouw, Natuur en Voedselkwaliteit

                                          

                  3 van 3 

4 Betaalgegevens

4.1 Om welk type aanvraag 
gaat het?

Nieuwe aanvraag Projectvergunning € 1035        Lege      

Wijziging € Lege

4.2 Op welke wijze wilt u dit 
bedrag aan de CCD
voldoen. 
Bij een eenmalige incasso 
geeft u toestemming aan 
de CCD  om eenmalig het 
bij 4.1 genoemde bedrag af 
te schrijven van het bij 1.2 
opgegeven 
rekeningnummer.

Via een eenmalige incasso

Na ontvangst van de factuur

5 Checklist bijlagen

5.1 Welke bijlagen stuurt u 
mee?

Verplicht

Projectvoorstel

Niet-technische samenvatting

Overige bijlagen, indien van toepassing

Melding Machtiging 

                          6 Ondertekening

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

Centrale Commissie 
Dierproeven  
Postbus 20401
2500 EK Den Haag

 

Ondertekening door de instellingsvergunninghouder of gemachtigde (zie 1.7). De 
ondergetekende verklaart:

dat het projectvoorstel is afgestemd met de Instantie voor Dierenwelzijn.

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

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

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

dat het formulier volledig en naar waarheid is ingevuld. 

Naam 

Functie

Plaats Groningen

Datum    -    -

Handtekening



             1 Algemene gegevens  

1.1 Vul uw deelnemernummer 
van de NVWA in.

10500 

1.2 Vul de naam van de 
instelling of organisatie in. 

Rijksuniversiteit Groningen     

1.3 Vul de titel van het project 
in. 

Onderzoek naar verschillende subtypen humane bloedkanker om 

betere behandelmethoden te kunnen ontwikkelen voor 

leukemiepatiënten  

2 Categorie van het project 

2.1   In welke categorie valt 
het project. 

U kunt meerdere 
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opleidingsprogramma en eindtermen, is gekozen voor dierproeven. 

Leukemie is een vorm van bloedkanker die helaas nog moeilijk te genezen is (CRUK 2014, Burnett et al 

2011). De ziekte wordt veroorzaakt door mutaties in ons DNA, hetgeen leidt tot een tekort aan 

uitgerijpte bloedcellen en een ophoping van immature voorlopercellen in het beenmerg. Verschillende 

combinaties van DNA mutaties kunnen leiden tot leukemie, en leukemie is dan ook een verzamelnaam 

van een groot aantal verschillende soorten van bloedkanker. Leukemie wordt behandeld met 

chemotherapie, soms in combinatie met beenmergtransplantaties, en hoewel de behandeling in eerste 

instantie vaak goed lijkt aan te slaan komt de ziekte vaak na verloop van tijd terug. Dit komt doordat er 

in veel gevallen een aantal therapie-resistente cellen zijn achtergebleven na behandeling, ook wel 

leukemische stamcellen genaamd, met als gevolg dat de ziekte terugkeert. Om betere 

behandelmethoden te kunnen ontwikkelen is het dus van groot belang om fundamenteel onderzoek te 

doen naar de moleculaire mechanismen aan de ontwikkeling van leukemie, naar leukemische stamcellen, 

en naar mechanismen die zorgen voor drug resistentie in leukemische stamcellen. Daarnaast is het van 

belang om in vivo muizenmodellen te hebben voor verschillende soorten van leukemie om zo nieuwe 

vormen van therapie te kunnen evalueren. 

Ons lab onderzoekt verschillende eigenschappen van leukemische stamcellen met inbegrip van de 
mechanismen die ten grondslag liggen aan hun zelfvernieuwing en mechanismen die betrokken zijn bij 
resistentie tegen de behandeling. Om dit te kunnen doen hebben we in vitro modellen gegenereerd van 
leukemie. Deze modellen werden ontwikkeld met behulp van retro/lentivirale transductie van humane 
CD34 + cellen uit navelstrengbloed of beenmerg met verschillende oncogenen en tumor suppressor 
genen.  Voorbeelden hiervan zijn  MLL/AF9, MLL/ENL, geactiveerd STAT5, BCR/ABL, TAK1, K-RAS, NPM,
Flt3-ITD, TP53, SPI1, AML1, NUP98-HOXA9, AML-ETO, CITED2 en Polycomb repressie complex (PRC) 
leden, zoals BMI1. Voor deze in vitro experimenten maken we veelal gebruik van stromale cocultures, 
waarbij leukemische cellen in coculture gebracht worden met stromale cellen. Zowel normale als ook 
leukemische stamcellen bevinden zich in ons beenmerg, waar ze omgeven zijn door een groot scala aan 
andere celtypen, zoals mesenchymale stromale cellen, chondrocyten en adipocyten, tezamen ook wel de 
beenmerg niche genoemd. Interacties tussen stamcellen en deze niche zijn van groot belang om 
processen zoals zelfvernieuwing te reguleren, maar ook de gevoeligheid voor therapeutica wordt in 
sterke mate bepaald door de aanwezigheid van zo’n niche. Om deze niche zo goed mogelijk te kunnen 
nabootsen maken we gebruik van deze stromale cocultures. 

Naast deze in vitro modellen hebben we in vivo modellen kunnen genereren met behulp van onze 
retro/lentivirale modellen als ook van primaire patiënten samples uit onze uitgebreide biobank. Voor deze 
in vivo experimenten maken we gebruik van onze humane niche xenograft muizenmodellen, waarin we 
een humane niche creëren in de muis. Humane mesenchymale stromal cellen worden gehecht op 3D 
scaffold materiaal samen met matrigel welke vervolgens subcutaan geïmplanteerd worden onder de huid 
op de rug van de muis. Deze mesenchymale stromale cellen zullen vervolgens bot gaan vormen, en 
differentiëren in verschillende stromale componenten om zo een humane niche te vormen, waarna 
leukemiecellen geïnjecteerd kunnen worden. We hebben kunnen laten zien dat dit in vivo model 
momenteel het beste model is dat momenteel beschikbaar is om leukemieontwikkeling te kunnen 
bestuderen (   

Studies die wij  in de afgelopen jaren hebben gedaan maakten het mogelijk om kleine populaties van 
cellen te identificeren uit primair AML patiënten materiaal alsook vanuit retro/lentivirale leukemie 
modellen welke functionele eigenschappen van leukemische stamcellen hebben. Verder hebben wij de 
mechanismen bestudeerd waarmee een verscheidenheid van oncogenen transformatie van humane 
primaire CD34 + cellen uit navelstrengbloed induceren. Voor onze studie maken we gebruik van cellen 
die van de patiënt zelf afkomstig zijn en daarnaast van onze leukemische retro/lentivirale modellen. 
Hematopoietische tumoren ontstaan in het beenmerg, vanuit de zogenaamde stamcel niche, en nieuwe 
behandelmethoden zullen dan ook getest moeten worden in diermodellen waarin deze niche zo 
natuurgetrouw mogelijk is nagebootst. Dit is ook de locatie waar de tumorcellen door de chemotherapie 
en immunotherapie bereikt moeten kunnen worden, én het is ook de locatie waar de resistentie voor de 
therapie zich ontwikkelt en waar uiteindelijk de relapse van de ziekte zijn oorsprong kent. 



Om die reden hebben we een gehumaniseerd muizenmodel ontwikkeld, door primair tumormateriaal in 
een humane “beenmergachtige” omgeving in muizen te laten uitgroeien 

). Als daarin vervolgens tumorcellen van de patiënten worden 
geïnjecteerd, kunnen ze uitgroeien tot verschillende typen beenmergtumoren zoals we intussen hebben 
kunnen vaststellen.  

Refs: 
CRUK, Key Stats on the incidence, survival, mortality of specific cancers as well as the main causes and a 
table of the latest statistics., (2014)  

Burnett, A., Wetzler, M., and Lowenberg, B., Therapeutic advances in acute myeloid leukemia, (2-10-
2011) J.Clin.Oncol. 29, 487-494 

3.2 Doel  

Beschrijf de algemene doelstelling en haalbaarheid van het project. 

In het geval het project gericht is op één of meer onderzoeksdoelen: op welke vra(a)g(en) dient dit 
project antwoord(en) te verschaffen?  
In geval het een ander dan een onderzoeksdoel betreft: in welke concrete behoefte voorziet dit 
project? 

Binnen dit onderzoek willen we  modellen van verschillende typen leukemie genereren en gebruiken met 
als doel: 

1: om meer inzicht te krijgen in de mechanismen die ten grondslag liggen aan het ontstaan van leukemie 
en de ontwikkeling van resistentie tegen bestaande therapieën, 
2: om betere behandelmethoden tegen leukemie te kunnen ontwikkelen.  

We maken gebruik van onze retro/lentivirale transductiemodellen om zo een groot scala van specifieke 
oncogenen tot expressie te kunnen brengen in primaire humane cellen. Daarnaast  maken we gebruik 
van primair leukemisch materiaal dat we direct van patiënten verkrijgen dat in onze biobank opgeslagen 
is. Zowel de cellen verkregen vanuit transductiemodellen alsook primaire patiënten cellen kunnen in vitro 
en in vivo bestudeerd worden. In deze studies willen wij bepalen of de kandidaat LSC (leukemische stam 
cel) populaties die we in vitro geïdentificeerd hebben de mogelijkheid hebben om leukemie in vivo te 
induceren. Verder willen wij ook de rol van specifieke “target genen” die wij in onze in vitro

experimenten hebben geïdentificeerd met betrekking tot normale hematopoiese en leukemische 
transformatie valideren. 
Op basis van deze gegevens willen wij proberen om een doelgerichte behandeling voor verschillende 
typen leukemie te ontwikkelen. 
In de afgelopen jaren hebben we al veel tijd geïnvesteerd in het ontwikkelen van humane niche 
xenograft muizenmodellen, waarin we een humane niche creëren in de muis 

. Deze in vivo xenograft modellen zijn momenteel de beste modellen die 
in het veld beschikbaar zijn om leukemieontwikkeling te kunnen bestuderen en nieuwe 
behandelmethoden te kunnen uittesten, hetgeen de haalbaarheid van deze projecten sterk ten goede 
komt.



3.3 Belang

Beschrijf het wetenschappelijk en/of maatschappelijk belang van de hierboven beschreven 
doelstelling(en). 

Hoewel we in de afgelopen jaren een veel beter inzicht hebben gekregen in het ontstaan van leukemie, 
blijft de ziekte lastig te behandelen. Gemiddeld genomen is de 5-jaars survival van patiënten met 
leukemie nog steeds minder dan 30%. Dit komt doordat er een aantal cellen ongevoelig zijn voor 
cytostatica. Deze cellen worden ook wel leukemische stamcellen genoemd. Deze cellen kunnen na deling 
nieuwe stamcellen genereren (‘zelfvernieuwing’) en daarnaast kunnen ze leukemische dochtercellen 
genereren die snel delen maar verstoord zijn in hun uitrijping, waardoor er een ophoping plaatsvindt van 
niet goed uitgerijpte cellen in het beenmerg en de normale bloedfuncties niet goed vervuld kunnen 
worden. Terwijl de snel delende leukemische dochtercellen zeer gevoelig zijn voor chemotherapie zijn de 
langzaam delende leukemische stamcellen juist relatief ongevoelig. Aangezien deze cellen via hun 
zelfvernieuwingseigenschappen in staat zijn steeds weer een nieuwe tumor te vormen komt de ziekte 
naar verloop van tijd terug. Om werkelijk betere behandelmethoden te kunnen ontwikkelen zullen we dus 
meer inzicht moeten krijgen in de biologie van de ze leukemische stamcellen. 
Een tweede aspect dat de behandeling van leukemie patiënten bemoeilijkt is dat er in individuele 
patiënten genetisch verschillende subkloons tegelijkertijd kunnen bestaan. Omdat deze kloons genetisch 
van elkaar verschillen, gekenmerkt door verschillende mutaties in het DNA, zullen deze subkloons 
misschien ook elk een specifieke behandeling of drug vereisen. Met behulp van deep sequencing hebben 
we deze klonale heterogeniteit in de afgelopen jaren in detail in kaart kunnen brengen. Daarnaast zijn we 
momenteel in staat om met behulp van flow cytometrie gecombineerd met onze kennis van specifieke 
plasma membraan marker expressie profielen op leukemische stamcel populaties om subkloons te 
identificeren en uiteindelijk ook te targeten.  

Het wetenschappelijke en uiteindelijk ook klinische/maatschappelijke belang van onze studies is om meer 
inzicht te krijgen in welke behandelmethoden effectief zijn in het targetten van leukemische 
stamcelpopulaties, om zo een betere therapie te kunnen ontwikkelen voor patiënten met deze groep van 
bloedkankers. 

Het uiteindelijke doel van onze studies is om tot betere behandelmethoden te komen voor leukemie 
patiënten. Omdat leukemie een heterogene groep van ziekten is, is het waarschijnlijk dat er niet 1 enkele 
specifieke therapie ontwikkeld zal kunnen worden, maar dat per leukemisch subtype bepaald zal moeten 
worden welke behandelmethode het meest effectief is. Vandaar dat we binnen onze studie een aantal 
verschillende muizenmodellen zullen gebruiken die model staan voor deze verschillende subtypen 
leukemie. 

3.4 Onderzoeksstrategie 

3.4.1 Geef een overzicht van de algemene opzet van het project (strategie). 

Leukemie blijft vooralsnog een moeilijk te behandelen ziekte waaraan nog altijd meer dan 50% van de 
patiënten binnen een periode van 2 tot 5 jaar na het ontdekken van de ziekte zal overlijden. De 
behandeling van patiënten hangt af van velerlei factoren; zo spelen de genetische afwijkingen een 
belangrijke rol, maar ook het stadium van ziekte waarin de patiënt zich bevindt, leeftijd en conditie van 
de patiënt enzovoorts. In het algemeen geldt, dat patiënten behandeld worden met chemotherapie, soms 
gecombineerd of gevolgd door een stamceltransplantatie (hetzij autoloog, hetzij allogeen) en daarna 
meestal opnieuw chemotherapie. 
Momenteel komt de ziekte na behandeling nog vaak terug. Dat komt omdat er therapie-resistente 
leukemisch stamcellen achter zijn gebleven in de patiënt. Een belangrijk doel is dus om beter werkende 
alternatieve therapieën te ontwikkelen. Er zal een beter inzicht moeten komen in wat exact de 
kenmerken zijn van de resistentie (sub-)populaties tumorcellen die in de therapie resistente patiënten 
aanwezig zijn. Daarnaast is er een dringende behoefte aan meer selectief (patiënt-specifiek) werkende 
cytostatica terwijl ook nieuwe vormen van immunotherapie ontwikkeld en getest worden moeten op hun 
effectiviteit, zowel als monotherapie als in combinatie therapie. Door de complexiteit van het ziektebeeld 
en de beoogde behandeling is het essentieel om hiervoor geschikte diermodellen te kunnen inzetten, 
welke representatief zijn voor de verschillende soorten leukemische subtypen. 



Om onderzoeksresultaten zo goed mogelijk te kunnen vertalen naar een behandeling voor patiënten is 
het van belang om modellen te gebruiken die zo natuurgetrouw mogelijk de ziekte in de patiënt 
nabootsen. Om deze reden hebben we in de afgelopen jaren hebben al veel tijd geïnvesteerd in het 
ontwikkelen van humane niche xenograft muizenmodellen, waarin we een humane niche creëren in de 
muis ( ). Deze in vivo xenograft modellen zijn 
momenteel de beste modellen die in het veld beschikbaar zijn om leukemieontwikkeling te kunnen 
bestuderen en nieuwe behandelmethoden te kunnen uittesten.  
Hoewel we hebben kunnen laten zien dat voor veel leukemische subtypen een humane omgeving 
essentieel is voor leukemie ontwikkeling in vivo, is het voor sommige andere subtypen minder van 
belang, en om deze subtypen te bestuderen zal een standaard IV injectie in muizen zonder humane 
scaffold afdoende zijn.  
Naast ons gehumaniseerde muismodel zijn  er de laatste jaren ook een aantal verschillende xenograft 
muizenmodellen gegenereerd waarin humane groeifactoren tot expressie gebracht worden. Dit betreft 
bijvoorbeeld NSG-SGM3 waarin humaan SCF, IL3 en GM-CSF tot expressie komen (Wunderlich et al, 
Leukemia 2010), en MISTRG muizen waarin humaan M-CSF, IL3/GM-CSF, TPO, and SIRPa tot expressie 
komen (Rongvaux et al, Nature Biotechnology 2014). In een vergelijkende studie willen we graag deze 
muizen vergelijken met onze humane scaffold muizen, en uiteindelijk zouden we ook graag onze 
scaffolds willen testen in deze humane cytokine muizen omdat te bestuderen in hoeverre dat nog een 
verdere verbetering van het humane scaffold model geeft. 

Onze onderzoeksstrategie zal er globaal als volgt uitzien: 
a) Primair patiënten materiaal en cellen gegenereerd vanuit onze lentivirale transductiemodellen 

zullen in vitro gekweekt worden. 
b) In deze in vitro kweken zal de rol van leukemie subtype-specifieke targets bestudeerd worden en 

de gevoeligheid voor specifieke drugs zal beoordeeld worden. Dit is een belangrijk GO/NO GO 
beslismoment. Wanneer er in vitro geen effecten gemeten worden zullen er geen in vivo 
experimenten gestart worden. 

c) In vivo modellen zullen worden gegenereerd vanuit patiënten materiaal en lentivirale 
transductiemodellen gebruik makend van gehumaniseerde modellen, en na leukemie 
ontwikkeling zullen levende cel suspensies opgeslagen worden in onze biobank om zo verdere in 
vitro en in vivo experimenten (na secundaire transplantatie) te kunnen doen. 

d) Leukemie subtype-specifieke targets bestudeerd worden en specifieke drugs geïdentificeerd in in 
vitro kweken zullen in vivo getest worden. 

3.4.2 Geef een overzicht op hoofdlijnen van de verschillende onderdelen van het project en de daarbij 
gebruikte type(n) dierproef of dierproeven. 

Het gehumaniseerde muismodel zal de basis vormen voor de meeste experimenten die in dit project 
worden voorgesteld. Het biedt de mogelijkheid om de genetische en fenotypische kenmerken van de 
tumorcellen, het bijbehorende groeigedrag en de evolutie van de tumorcelpopulatie(s), onder invloed van 
chemo-immunotherapie bij de verschillende hematologisch maligniteiten te onderzoeken, maar daarnaast 
ook de mogelijkheden om nieuwe vormen van chemotherapie en immunotherapie te ontwikkelen of de 
effectiviteit van nieuwe chemotherapeutica bij therapie resistentie te testen en onderzoeken naar het 
doorbreken hiervan uit te kunnen voeren. Omdat steeds duidelijker wordt dat de stromale omgeving in 
de hematopoietische niche in belangrijke mate bijdraagt aan het ontsnappen aan de therapie alsmede 
het ontstaan van therapie resistentie, is het ook van groot belang dat de stromale component in het 
onderzoek betrokken kan worden. Het “hu-scaffold” model biedt uitgelezen mogelijkheden om al het 
voorgenomen onderzoek m.b.t. de pathofysiologie van en de therapie-ontwikkeling voor de 
hematologische tumoren uit voeren. 

Binnen dit onderzoek willen we  modellen van verschillende typen leukemie genereren en gebruiken met 
een tweeledig doel: 

1: meer inzicht verkrijgen in de mechanismen die ten grondslag liggen aan het ontstaan van leukemie. 
Binnen dit deel willen we onderzoeken hoe (epi)genetische afwijkingen acute myeloide leukemie (AML), 
chronische myeloide leukemie (CML), acute lymphoide leukemie (ALL) of het myelodysplastische 
syndroom (MDS) kunnen veroorzaken. We zijn hier met name geïnteresseerd in mechanismen die leiden 
tot maligne transformatie en mechanismen die leiden tot resistentie tegen chemotherapie. 



2: om betere behandelmethoden te kunnen ontwikkelen. Deze experimenten die erop zijn gericht om 
nieuwe chemo-therapeutica, nieuwe inhibitors, nieuwe monoklonale antilichamen en nieuwe cellulaire 
immuuntherapiën in het preklinisch ontwikkeltraject te testen op hun effectiviteit op primaire 
tumorcellen, om ze daarna zo snel mogelijk naar klinische toepassing te brengen. We zullen hier ook 
specifiek bestuderen of deze nieuwe methoden beter zijn in het targetten van leukemische stamcellen. 
Onder andere met behulp van onze inzichten in plasma membraan eiwitten die specifiek op leukemische 
stamcel  populaties tot expressie komen kunnen we in onze diermodellen kijken of maligne cellen na 
klassieke behandeling met chemotherapie zijn achtergebleven (minimal residual disease, ofwel MRD) of 
deze populaties wel verdwenen zijn met alternatieve nieuwe methoden 

3.4.3 Beschrijf en benoem de logische samenhang van deze verschillende onderdelen en de eventuele 
fasering in de uitvoering. Vermeld eventuele mijlpalen en keuzemomenten. 

Deel A. Meer inzicht verkrijgen in de mechanismen die ten grondslag liggen aan het ontstaan van 
leukemie. Binnen dit deel zullen de volgende experimenten gedaan worden: 

1. het identificeren van subpopulatie cellen binnen individuele patiënten die in staat zijn leukemie te 
induceren in onze gehumaniseerde muizenmodellen. Op basis van eerder geïdentificeerde plasma 
membraan markers kunnen subpopulaties gesorteerd worden om vervolgens te injecteren in 
humane scaffolds. Op deze manier zal meer inzicht verkregen worden in de meest primitieve 
leukemische stamcel fracties. Daarnaast zullen deze studies ons in staat stellen om inzicht te 
verkrijgen in genetisch verschillende subclones die vaak naast elkaar kunnen bestaan in 
individuele patiënten. 

2. Muizen met leukemie zullen behandeld worden met klassieke chemotherapeutica (bijvoorbeeld 
daunorubicine/doxorubicine) waarna de sneldelende dochtercellen zullen verdwijnen maar de 
ongevoelige resistentie leukemische stamcellen zullen achterblijven. Deze zullen vervolgens in 
detail bestudeerd kunnen worden om zo meer inzicht te krijgen in moleculaire mechanismen die 
ten grondslag liggen aan tumor resistentie. 

3. De rol van de microenvironment zal in detail bestudeerd worden. Veranderingen in stromale 
cellen die veroorzaakt worden door aanwezigheid van tumor cellen zal in detail bestudeerd 
kunnen worden in ons humane scaffold model. Specifiek zal gekeken worden naar veranderingen 
in gen-expressie, -receptorexpressie, -cytokine secretie, inductie van tumorvorming, 
veranderingen in  specifieke interacties tussen (normale) stromale cellen/endotheel cellen en de 
hematologische tumorcellen of tussen maligne stromale cellen met normale hematopietische 
stamcellen (HSC). Naast gezonde MSCs kunnen genetisch gemodificeerde MSCs of MSCs van 
patiënten in ons scaffold model meegenomen worden. Uiteindelijk doel is om meer inzicht te 
verkrijgen in de interacties tussen tumorcellen en het stroma, hoe het stroma zelf hierdoor 
beïnvloed wordt, en hoe de normale hematopoiese hierdoor wordt verstoord. Op deze wijze 
hopen we tevens om nieuwe targets te vinden waarmee leukemie ontwikkeling tegengegaan zou 
kunnen worden. 

Deel B: de ontwikkeling van betere behandelmethoden. Met behulp van het humane scaffold 
muizenmodel zullen de volgende behandelmethoden getest worden. 

1. Het uittesten van nieuwe specifieke kinase remmers of epigenetische remmers die zich nog in het 
preklinische traject bevinden maar die in in vitro experimenten efficiënt leken in het targeten van 
leukemische stamcellen. 

2. Het uittesten van antilichaam-gebaseerde immunotherapie, waarbij specifieke remmers in 
immunoliposomen verpakt worden met aan de buitenkant specifieke antilichamen gericht tegen 
markers die tot expressie komen op leukemische cellen om zo de immunoliposomen naar de 
juiste targetcellen te sturen. 

3. Het uittesten van cellulaire immuuntherapie waarbij CAR-T cellen of andere immuuncompetente  
cellen gebruikt zullen worden, met of zonder immuunmodulatie. 

Voordat in vivo experimenten gestart worden zullen eerst in vivotr experim,enten uitgevoer worde zoals 
beschreven in sectie 3.4.1 ‘Onderzoeksstrategieën’. Deze in vitro experimenten zijn belangrijke mijlpalen 
voor vervolgexperimenten en GO/NO GO beslissingen zullen genomen worden op basis van in vitro 
experimenten. Wanneer in vitro geen effectiviteit gevonden wordt zullen geen in vivo experimenten 
gestart worden. 



Voor alle bovenstaande therapieën geldt dat ze met of zonder standaard chemotherapie getest zullen 
worden. Binnen de studies onder deel B zal specifieke aandacht worden besteed aan de analyse van de 
verschillende genetische leukemische subkloons die naast elkaar kunnen bestaan in individuele 
patienten. Met behulp van deep-sequencing en plasma membraan marker expressie mbv flow cytometrie 
zal gekeken worden of alle subkloons even efficiënt getarget worden door een bepaalde 
behandelingsstrategie, of dat er wellicht bepaalde subkloons achterblijven na behandeling.  

Een aantal voorbeelden van specifieke vragen die we in het onderzoeksproject willen gaan onderzoeken, 
en die deels via dier experimenten bestudeerd gaan worden zijn: 
• hoe heterogeen is de tumorcelpopulatie in de diagnose monsters, dus voorafgaande aan de therapie, 
m.a.w. hoeveel subgroepen (klonen) zijn er aanwezig en in welke verhouding en welke  zijn 
transplanteerbaar in het muizenmodel? 
• Is er verschil tussen de subgroepen die in de “hu-scaffold” setting uitgroeien in vergelijking met het IV 
model zonder scaffolds waarin humane cytokines tot expressie komen (NSG-SGM3, MISTRG)? 
• Is er een verdere verbetering van het “hu-scaffold” model wanneer de scaffolds geïmplanteerd worden 
in muizen waarin humane cytokines tot expressie komen (NSG-SGM3, MISTRG)? 
• hoe onderscheiden de verschillende klonen zich ten opzichte van elkaar, i.e., wat is hun genetische en 
fenotypische profiel? 
• hoe verandert deze onder invloed van de toegediende chemotherapie (resulterend in de “klonale 
getijden”); m.a.w. in hoeverre waren de resistente klonen reeds aanwezig bij aanvang van de therapie 
(dus in het uitgangsmateriaal), in hoeverre zijn ze door de gegeven behandeling uitgeselecteerd? 
• zijn er overeenkomsten tussen patiënten? m.a.w. komen bepaalde genetische veranderingen bij 
meerdere patiënten binnen een subgroep voor? 
• zijn deze afwijkingen te koppelen met het resistentie profiel en de toegepaste therapie? 
• kunnen we, uiteindelijk, op grond van reeds bij diagnose vastgestelde afwijkingen in de tumorcellen, al 
bij aanvang van de therapie een betere keuze maken m.b.t. het “optimale” medicijn voor de betreffende 
patiënt? Ook wel aangeduid met “personalized treatment”? 
• bij het onderdeel antilichaam-gebaseerde immunotherapie zullen immunoliposomen worden getest 
met aan de buitenkant antilichamen tegen specifieke leukemische stamcel targets getest om zo drugs 
specifiek naar leukemische stamcellen te sturen. De effectiviteit van deze therapie zal vergeleken worden 
met cellulaire immuuntherapie waarin T cellen met d.m.v. biotechnologie geconstrueerde chimere 
antigen receptoren (CAR-T cellen) zullen worden gebruikt om leukemische stamcellen te targeten.  

3.4.4 Benoem de typen dierproeven. Vul per type dierproef een bijlage Beschrijving dierproeven in.  

Volgnummer Type dierproef  

1 Transplantatie model voor verschillende subtypen leukemie om behandelmethodes te 

kunnen verbeteren. 

2   

3       

4       

5                

6       

7       

8       

9       

10       



  

             1 Algemene gegevens
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1.3 Vul het volgnummer en het 
type dierproef in. 

Gebruik de volgnummers 

van vraag 3.4.4 van het 

format Projectvoorstel.

Volgnummer Type dierproef

1
Transplantatie model voor verschillende subtypen leukemie 

om behandelmethodes te kunnen verbeteren.

2 Beschrijving dierproeven

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters

Beschrijf de keuze van de experimentele aanpak en de primaire uitkomstparameters.

Op dit moment is in het onderzoek naar leukemie het gebruik van muizen modellen een van de meest 

geavanceerde manieren om inzicht te verkrijgen in de verloop, kinetiek en behandelbaarheid van deze erg 

heterogene ziekte. Daarom wordt in ons lab ervoor gekozen om met behulp van immunodeficiëntie muizen

modellen (NOD-Scid of Rag gebaseerd) de ziekte verloop in de patiënt na te bootsen. 

Het onderzoek zal bestaan uit drie onderdelen:

1. Het laten uitgroeien van primaire tumorcellen afkomstig uit bloed of beenmergmonsters van 

patiënten met verschillende vormen van hematologische maligniteiten (o.a. leukemie en myeloom) 

in een gehumaniseerde hematopoietische “niche” in muizen (“hu-scaffold”).

2. Het zoeken naar doel genen (target genen) die een gespecialiseerde behandeling van de 

verschillende hematologische maligniteiten mogelijk maken en/of bevorderen met als doel het 

behandelen van de ziektebeelden in de muis en later de mens. Hierbij zijn ook veranderingen in de 

beenmergomgeving (hematopoietische niche) in de oorspronkelijke patiënten en de interactie van 

tumorcellen met deze al dan niet veranderde niche van groot belang.

3. Het uitvoeren van een drug screen met verschillende veelbelovende therapeutische middelen zoals 

“small molecules”,  monoclonale antilichamen, nieuwe vormen van cellulaire immuuntherapie,

klassieke chemotherapie en combinaties hiervan.

Voor deze studies maken we gebruik van humane scaffold (“hu-scaffold”) muizen waarbij een 

gehumaniseerde hematopoietische “niche”  wordt gecreëerd in immuun deficiënte muizen, een model dat 

we in de afgelopen jaren succesvol hebben opgezet in ons lab 

Bijlage
Beschrijving dierproeven

Deze bijlage voegt u bij uw projectvoorstel dierproeven. 
Per type dierproef moet u deze bijlage invullen en 
toevoegen.
Meer informatie vindt u op de website
www.centralecommissiedierproeven.nl.
Of neem telefonisch contact op. (0900-2800028). 
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). 4 keramische scaffolds (dragermateriaal bestaande uit tri-calciumfosfaat) worden gecoat 

met humane mesenchymale stromale cellen (MSCs) subcutaan met een mix van matrigel op de flanken van 

de muis geïmplanteerd. Deze stamcellen ontwikkelen tot bot en bijbehorend stromaal weefsel in en om de 

“scaffolds” na implantatie in de muis. Deze “hu-scaffold modellen” zijn uniek vanwege het feit dat wanneer 

primair materiaal van hematologische tumoren (d.w.z. direct van patiënten afkomstig) hierin geïnjecteerd 

wordt, dat de gecreëerde humane omgeving de uitgroei van deze primaire tumorcellen ondersteunt. Dit is 

een groot voordeel ten opzichte van het IV model, omdat ook cellen die in de IV setting niet uitgroeien in 

het “hu-scaffold” model succesvol zijn (

Naast ons gehumaniseerde muismodel zijn  er de laatste jaren ook een aantal verschillende xenograft 

muizenmodellen gegenereerd waarin humane groeifactoren tot expressie gebracht worden. Dit betreft 

bijvoorbeeld NSG-SGM3 waarin humaan SCF, IL3 en GM-CSF tot expressie komen (Wunderlich et al, 

Leukemia 2010), en MISTRG muizen waarin humaan M-CSF, IL3/GM-CSF, TPO, and SIRPa tot expressie 

komen (Rongvaux et al, Nature Biotechnology 2014). In een vergelijkende studie willen we graag deze 

muizen vergelijken met onze humane scaffold muizen, en uiteindelijk zouden we ook graag onze scaffolds 

willen testen in deze humane cytokine muizen omdat te bestuderen in hoeverre dat nog een verdere 

verbetering van het humane scaffold model geeft.
Hoewel we hebben kunnen laten zien dat voor veel leukemische subtypen een humane omgeving essentieel 
is voor leukemie ontwikkeling in vivo, is het voor sommige andere subtypen minder van belang, en om deze 
subtypen te bestuderen zal een standaard IV injectie in muizen zonder humane scaffold afdoende zijn. 

Primaire uitkomstparameters 

1. Na het injecteren van de tumorcellen in de hu-scaffolds is de belangrijkste parameter: “tumor groei 
ja of nee”, naast de vraag of er ook circulerende tumorcellen in het bloed of andere organen
aanwezig zijn. Het bloed wordt hierop eens in de 3 weken d.m.v. submandibulaire punctie 
gecontroleerd. 

2. Vervolgens worden de groeiende tumoren gemeten m.b.v. een schuifmaat: niet alleen om 
groeisnelheid te bepalen, maar mede om op basis van tumorvolume het moment van bereiken van 
het humane eindpunt te kunnen bepalen en het experiment te kunnen stoppen. Dit geldt ook voor 
het percentage van leukemische cellen in het perifere bloed, die regelmatig (elke 3 weken) wordt 
gemeten om een goed tijdstip voor het humane eindpunt te kunnen bepalen.

3. Tijdens het volgen van de tumor groei zullen de muizen, kort na de detectie van de tumor en vlak 
voor terminatie, ook een MRI scan ondergaan om ook visueel een begin een eindpunt op te nemen 
en eventuele atypische uitgroei naar de borst-/ buikholte tijdig te detecteren. In het geval van een 
behandeling kan nog voor een derde scan voor de start van de toediening van therapie worden 
gekozen om een eventuele afname van het tumor volume nauwkeurig in correlatie met de laatste 
“terminale” scan te kunnen berekenen.

4. Tenslotte zal, gebruikmakend van de geoogste tumor cellen, een uitgebreide analyse van de 
tumoren en de muize-compartimenten (bloed, beenmerg, milt en lever) uitgevoerd worden, zowel 
genetisch (DNA/RNA analyse), met FACS, immunohistochemische analyse van de tumor in situ en in 

vitro assays. Levende cellen zullen worden opgeslagen in onze biobank voor seriële transplantaties 
of andere vervolg studies.

Al deze analyses zijn reeds door ons beproefde methoden die routinematig worden uitgevoerd.

Voordat gestart wordt met behandelingsexperimenten in vivo experimenten zal eerst worden vastgesteld of 
een bepaalde behandeling effectief is in vitro zoals in de project aanvraag in detail beschreven. Op basis 
van deze in vitro gegevens kan dan een behandelplan worden opgesteld voor een specifieke behandeling 
van de verschillende hematopoietsche maligniteiten waarvan wij in onze “muizen kliniek” model dieren 
genereren door middel van moderne therapieën zoals hierboven genoemd.

Beschrijf de beoogde behandeling van de dieren (inclusief de aard, de frequentie en de duur van de 

behandelingen waaraan de dieren worden blootgesteld) en onderbouw de gekozen aanpak.

De muizen die alleen een IV injectie ondergaan zullen 24 uur voor de injecties een bestraling van maximaal 

2Gy ondergaan om de “homing” van de cellen te bevorderen. Verder zullen de dieren de volgende dag een 

IV injectie  ontvangen. Vanaf een periode van 4 tot 6 weken na injectie zullen de bloedafnames beginnen.

Bloedafnames worden altijd via de wangprik zonder verdoving (submandibulaire punctuur) gedaan met een 



interval van 3-4 weken afhankelijk van de kinetiek van het patiënten of model sample. Als er een 

percentage van 50%  humane cellen in het bloed wordt benadert dan worden de dieren humaan via 

cervicale dislocatie onder isofluraan anesthesie getermineerd.

De muizen die worden voorzien van solide “hu-scaffolds” worden onder isofluraan anesthesie geopereerd. 

De preoperatieve pijnstilling is buprenorfine 0,1 mg/kg lichaamsgewicht en de scaffolds (4 per dier) worden 

in subcutane pockets aan beide flanken van de muis geïmplanteerd. Dit wordt gedaan door een incisie per 2 

subcutane pockets in het midden van de rug te plaatsen en de pockets vanuit deze positie aan de linker en 

rechter kant van de incisie te plaatsen. De bovenste twee implantaten zullen dan ter hoogte van het hart 

zitten en de onderste twee ter hoogte van de nieren. Scaffolds worden geimplanteerd samen met matrigel

welke binnen enkele minuten zal uitharden tot een rubberachtige substantie, dit is het uiteindelijke 

implantaat.

Wondjes worden gelijmd met weefsel lijm en de dieren worden tijdelijk solitair gehouden om het genezen te 

versnellen. Deze muizen zullen 6-8 weken na implantatie de (maligne) hematopoietische cellen via een in de 

“hu-scaffold” geplaatste subcutane injectie ontvangen. 

Vanaf een periode van 4 tot 6 weken na injectie zullen de bloedafnames beginnen. Bloedafnames worden 

altijd via de wangprik zonder verdoving (submandibulaire punctuur) gedaan met een interval van 3-4 weken 

afhankelijk van de kinetiek van het patiënten of model sample. Bij deze 3-4 wekelijkse  bloedafnames 

(submandibulaire punctuur) wordt <10% TBV (totaal bloed volume) van de muis afgenomen. Uitgaande van 

een totaal bloedvolume van 1,46ml  bij een muis van 25 gram (58,5 ml/kg x 0.025 kg = 1,46 ml) wordt er 

dan ook voor gezorgd dat er per bloed afname niet meer dan 100ul (6,85%)  af wordt genomen. Hierdoor 

zal de muis weinig hinder ondervinden van het bloedverlies en de afgenomen hoeveelheid snel weer aan 

kunnen maken. Als er een percentage van 50%  humane cellen in het bloed of een totaal tumor volume op 

de “hu-scaffolds” van 2cm3 wordt benadert dan worden de dieren humaan via cervicale dislocatie onder 

isofluraan anesthesie getermineerd. Tumor volume wordt minimaal wekelijks bepaald door regelmatige 

uitwendige meting met een schuifmaat onder het gebruik van de aangepaste elliptische formule  (L* B2 *

0,5). Tijdens het hele experiment worden de dieren regelmatig (1xweek) gewogen.

Om het volgen van de tumor groei te verbeteren en meer inzicht in de groeikinetiek te verkrijgen zullen de 

“hu-scaffold” dieren ook maximaal 3 MRI scans (MR imaging) ondergaan. De eerste scan wordt kort na de 

detectie van de beginnende tumor gedaan en de tweede kort voor de terminatie van het dier. Een eventuele 

derde scan zou net voor het begin van een eventuele therapie worden gedaan om een mogelijke 

vermindering van het tumor volume tot de laatste scan voor de terminatie van het dier nauwkeurig te 

kunnen documenteren. Ook willen wij graag de mogelijkheden van bioluminescentie (in het verleden 

toegepast) en “near IR optical imaging” in deze setting verder bestuderen en optimaliseren, gezien beide 

technieken niet invasief en weinig belastend voor de muizen zijn en ons naast de MRI een gedetailleerd 

overzicht van de situatie in de muis tijdens de tumor ontwikkeling kunnen geven. 

Deze experimentele aanpak heeft in het verleden al goede en betrouwbare resultaten met zo min mogelijk 

ongerief voor de dieren opgeleverd.

Inhibitors en drugs zullen via intraperitoneale, intaveneuze of intrascaffold routes toegediend worden, of 

waar mogelijk via het drinkwater of voedsel. Per toediening zal niet meer dan de maximaal toegestane 

volume toegediend worden waarbij gelet zal worden op het vehicle. De frequentie van toediening zal 

bepaald worden door de drug die wordt gebruikt om zo klinisch relevant mogelijk te werken. Toediening van 

drugs vind gewoonlijk plaats over een periode van 1-4 weken.

Geef aan welke overwegingen en statistische methoden worden gebruikt om het aantal benodigde dieren tot 

een minimum te beperken.

Een belangrijke overweging bij het inschatten van het aantal dieren dat voor dit onderdeel van het project 
nodig is, is het gegeven dat van elk van de hoofdtypen hematologische maligniteiten (te weten Acute 
Myeloide Leukemie (AML), Acute lymfatische Leukemie (ALL) , Chronische Myeloide Leukemie (CL),
Lymfoom (L) en Myelodysplastisch syndroom (MDS)) verscheidene subgroepen onderscheiden kunnen
worden.

Om een goed overzicht te krijgen van de karakteristieken van elk van de patiëntengroepen en om een 
goede representatie van elk van de subtypen in de biobank te krijgen, moeten er per subtype een groot 
aantal patiënten worden onderzocht. Ook binnen AML, ALL, CML, L en MDS kunnen weer subgroepen 
worden onderscheiden op basis van specifieke genetische afwijkingen. Ons streven is om in totaal zo’n 75 



verschillende patiënten groepen in de muizenkliniek gerepresenteerd te hebben (40 AML, 10 ALL, 5 CML, 10 
L, 10 MDS). Elke tumor zal anders zijn en de variatie is van tevoren niet bekend, daarom zullen per 
subgroep meerdere samples geincludeerd worden.

Na engraftment in muizen zullen levende cellen kunnen worden bewaard in onze biobank voor verder 
karakterisatie en secundaire transplantatie om zo specifieke therapieën te kunnen uittesten.
Op basis van onze voorgaande studies weten we dat de kans dat de tumorcellen van patiënten in het hu-
scaffold model uitgroeien voor AML en CML heel groot is (>95%), voor MDS >50% en voor L hebben we 
nog niet voldoende ervaring.

De groei van tumoren en de effecten van drugs hierop zal in twee onafhankelijke pilot experimenten 
geanalyseerd worden. Als significantie bereikt is zullen geen verder proeven meer gedaan worden, maar als 
er verschil is tussen de twee experimenten wordt er mogelijk nog een experiment gedaan.

B. De dieren

Benoem de diersoorten, herkomst, geschatte aantallen en levensstadia. Onderbouw deze keuzes.

Voor onze proeven gebruiken wij uitsluitend  immuun-deficiënte, vrouwelijke muizen. 
Tot nu toe hebben wij de NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ stam (NSG) met succes gebruikt en zouden dit 
ook graag verder doen. Echter staan wij natuurlijk ook stil bij de continue ontwikkeling van nieuwe 
immuundeficiëntie muizen modellen zoals bij voorbeeld de MISTRG stam (C;129S4-Rag2tm1.1Flv

Csf1tm1(CSF1)Flv Csf2/Il3tm1.1(CSF2,IL3)Flv Thpotm1.1(TPO)Flv Il2rgtm1.1Flv Tg(SIRPA)1Flv/J; 
https://www.jax.org/strain/017712) of de NSG™-SGM3 stam (NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl Tg(CMV-
IL3,CSF2,KITLG)1Eav/MloySzJ; https://www.jax.org/strain/013062).
Wij willen graag de mogelijkheid behouden om in het geval van een nieuwe en geoptimaliseerde stam een 
pilot experiment met een aantal bewezen patiënten samples te doen om te evalueren of deze dieren 
geschikt zijn voor ons onderzoek en betrouwbare en indien mogelijk zelfs verbeterde resultaten ten opzichte 
van de NSG muis opleveren.
Deze optie lijkt ons vooral belangrijk omdat het project voor 5 jaar is gepland en in deze tijd veel nieuwe 
ontwikkelingen kunnen ontstaan. Hierdoor zou het overstappen op een andere muizen stam potentieel nodig 
kunnen zijn om de allerbeste resultaten te bereiken.
Het gebruikt van vrouwtjes is erop gebaseerd dat deze een betere “engraftment” van hematopoietische 
maligne cellen vertonen (McDermott et al, 2010) en op de betere verdraagzaamheid van vrouwtjes in 
groepshuisvesting. 

Gebaseerd op het gebruik van dieren in het verleden en de beschikbaarheid van patiënten materiaal zouden
wij graag de volgende aantallen aan willen vragen:

Onderdeel bio-banking:

Met gemiddeld 75 te onderzoeken leukemie subgroepen, met 5 muizen per monster komt het aantal muizen 
voor de duur van het project op 375. Uit onze ervaring van de afgelopen jaren blijkt dat 5 dieren per groep 
nodig is om reproduceerbare resultaten te genereren (rekening houdend met variatie tussen individuele 
muizen, foutenmarge bij het injecteren van cellen). Dit is van belang om alle leukemie subtypen voldoende 
gerepresenteerd te hebben.

Onderdeel target genen:

Gebaseerd op ons gebruik in het verleden gaan wij ervan uit dat wij in elk geval 30 nieuwe diermodellen 
met onze target genen zullen ontwikkelen in de volgende 5 jaar. Per nieuw model gaan wij van 5 dieren uit.
Omdat het nog niet zeker is dat wij ook het fenotype van de nagebootste hematologische maligniteit kunnen 
bereiken in de muis zullen deze experimenten dan ook als pilot experimenten worden beschouwd. Uit onze 
ervaring van de afgelopen jaren blijkt dat 5 dieren per groep nodig is om reproduceerbare resultaten te 
genereren (rekening houdend met variatie tussen individuele muizen, foutenmarge bij het injecteren van 
cellen). Met deze berekening komen wij dan op 150 dieren in 5 jaar voor deze experimenten.

Onderdeel drugscreen:

Voor de drugscreening zullen wij de succesvolle patiënten samples uit de biobank als secondair model 
gebruiken. Per groep zullen 5 muizen, met elk 4 scaffolds, geïncludeerd worden, dus 5 in de controle arm en 
5 in de behandelingsarm. Waar mogelijk zullen verschillende behandelingen in 1 experimenten geïncludeerd 
worden zodat er maar 1 controle groep van 5 muizen nodig is. Voor een representatief experiment inclusief 
controles en verschillende concentraties inhibitors zullen 30 muizen nodig zijn. 

In plaats van Immunoliposomen zullen ook CAR-T cellen getest worden, of in plaats van small molecule 



inhibitors zullen ook conventionele therapieën (chemotherapeutica) getest worden. Binnen een periode van 
5 jaar schatten we dat we in totaal 3 verschillende drugscreen experimenten zoals hierboven beschreven 
zullen uitvoeren, in duplo, op een totaal van 10 verschillende leukemie modellen. In totaal zullen hiervoor 
dus nodig zijn: 3 (drugscreen modellen) x 2 (duplo) x 30 muizen (per screen) x 10 leukemie modellen = 
1800 dieren in 5 jaar.

De groei van tumoren en de effecten van drugs hierop zal dus in twee onafhankelijke pilot experimenten 
geanalyseerd worden. Als significantie bereikt is zullen geen verder proeven meer gedaan worden, maar als 
er verschil is tussen de twee experimenten wordt er mogelijk nog een experiment gedaan.

Mogelijke pilot experimenten met nieuwe stammen:
Per jaar zouden wij graag de mogelijkheid willen hebben om 30 muizen (6-8 weken oud bij begin 
experiment) van een nieuwe stam (zoals MISTRG of NSG-SGM3) in pilot experimenten te gebruiken.
Per 5 jaar zou dat dan op 150 muizen uitkomen.

In totaal zouden wij dus graag 2475 muizen voor 5 jaar aan willen vragen.

                    

C. Hergebruik

Is er hergebruik van dieren?

Nee, ga door met vraag D.

Ja >  Geef aan op basis van welke overwegingen hergebruik in dit geval acceptabel wordt
geacht.

Is er in het voorgaande of in het geplande gebruik sprake van (of een risico van) ernstig ongerief?

Nee

Ja > Geef aan op basis van welke overwegingen hergebruik in dit geval acceptabel wordt geacht.

D. Vervanging, vermindering en verfijning

Laat zien hoe de toepassing van methoden voor vervanging, vermindering en verfijning zijn meegewogen bij 
het bepalen van de experimentele strategie, de keuze van de dieren en de opzet van de dierproef en welk 
keuzes daarbij zijn gemaakt.

Al onze dierexperimenten worden vooraf gegaan door uitgebreide in vitro experimenten en continue 

terugkoppeling met behaalde resultaten vanuit onze eigen groep, maar ook vanuit recente publicaties uit 

het onderzoeksveld. Hierdoor worden geen dieren voor overbodige herhalingen gebruikt en de samples met 

de grootste belofte tot succes uitgekozen om een optimale verloop van de proeven te faciliteren en 

verspilling van dieren te voorkomen. Door de implantatie van meerdere “hu-scaffolds” (4 per muis) kan elke 

tumor die op het dier ontwikkeld afzonderlijk worden geanalyseerd wat het aantal dieren fors omlaag 

brengt. Statistische relevantie kan sneller worden bereikt door een maximum aantal van 4 uitgegroeide 

hematologische maligniteiten/tumoren per muis.

Vervanging: Gezien het feit dat het helaas niet mogelijk is om de complete systemische ontwikkeling van 

leukemie en andere hematopoietische maligniteiten in een in vitro setting na te bootsen blijven dier 

experimenten nodig. Dit vooral omdat het samenspel van de humane niche inclusief het vormen van bot, 

rekruteren van bloedvaten en ontwikkeling van een 3D omgeving ervoor zorgt dat het geobserveerde 

fenotype dicht bij het ziekteverloop van de mens ligt technisch niet haalbaar is in een alleen op in vitro data 

gebaseerd experiment.

Vermindering: Door de mogelijkheid om maximaal 4 op zichzelf staande hematologische 

maligniteiten/tumoren te creëren per muis, wanneer voor het “hu- scaffold” model met humane niches 

wordt gekozen, kan het aantal dieren dat per patiënten sample wordt benodigd enorm omlaag worden 

gebracht zonder statistische significantie te verliezen. Waar vroeger 4 muizen nodig waren om 4 

hematologische maligniteiten/tumoren te creëren kan dit nu met behulp van een muis worden gedaan. 

Verfijning: Door het gebruik van de humane niche blijven de hematologische maligniteiten/tumoren 

gelokaliseerd en worden alleen heel zelden systemisch. Hierdoor hebben de dieren weinig last van het  



ziekteverloop en is de tumor groei de enige factor die voor enig ongerief kan zorgen. Alleen de dieren die ter 

controle van de procedure een IV injectie ontvangen hebben een kleine kans op systemische ziekte. Hierbij 

wordt op basis van regelmatige bloedafnames de hoeveelheid kanker cellen in het bloed (<50% als 

maximum) strikt gecontroleerd voor een tijdige interventie.

Verder verfijning vindt plaats door gebruik te maken van een zg ‘pamperprotocol’. Na bestraling en/of 

operatie (implantatie) ontvangen de dieren 2 weken lang elke dag  een aanvullend dieet naast hun ad 

libitum beschikbare standaard brok en drinkwater. Dit dieet is een met water aangemaakt papje (RM 

Convalescence+ BG SY (M) + standaard brok in poedervorm 1:1) en heeft een hoog energiegehalte om het 

herstel te bespoedigen en gewichtsverlies te voorkomen. Door de zachte consistentie en de formulering is 

het makkelijk te eten en te verteren. Verder ontvangen de dieren twee weken na bestraling ook nog 

drinkwater met antibioticum (Neomycine, 3.5 gr/l) omdat de dieren in deze periode extra kwetsbaar zijn.

Geef aan welke maatregelen zijn genomen om de kans op pijn, lijden of angst bij de dieren en de kans op 

nadelige milieueffecten tot een minimum te beperken.

Humane eindpunten: De dieren worden nauwlettend in de gaten gehouden en naast de regelmatige 

bloedafnames om de hoeveelheid leukemiecellen in het bloed te bepalen worden ook gewicht, gedrag en 

eventueel tumor volume gecontroleerd. De tumoren worden 1-2 keer wekelijks met behulp van een 

schuifmaat uitwendig opgemeten om te voorkomen dat de massa de toelaatbare grens overschrijdt. Ook de 

MRI scan aan het begin en einde van de tumorontwikkeling draagt bij aan nauwgezette monitoring van de 

situatie in de muis. De dieren worden altijd ruim op tijd humaan getermineerd. Dit gebeurd door middel 

van cervicale dislocatie onder isofluraan anesthesie. Voor verdere uitleg van specifieke parameters zie 

specificatie paragraaf J.

Herhaling en duplicering

E. Herhaling

Geef aan hoe is nagegaan of deze dierproeven niet al eerder zijn uitgevoerd. Indien van toepassing geef aan 

waarom duplicatie noodzakelijk is.

Deze dierproeven zijn niet eerder uitgevoerd. De patiënten samples die wij in de experimenten testen zijn 
uniek en worden niet ook elders getest. Het gehumaniseerde scaffold model zelf is uniek en er is nogal wat 
specifieke ervaring voor nodig om dit met succes toe te passen. Die is in onze groep aanwezig, aangezien 
we specifiek hiervoor zijn getraind door de groep die dit model heeft ontwikkeld en de procedure al jaren 
met succes uitvoeren en optimaliseren. We zijn in regelmatig contact met deze groep om herhaling te 
voorkomen en het onderzoek te stroomlijnen.

Huisvesting en verzorging

F. Huisvesting en verzorging

Worden de dieren anders dan volgens de eisen in bijlage III van de richtlijn 2010/63/EU gehuisvest en/of 
verzorgd? 

Nee

Ja >  Geef, indien dit kan resulteren in nadelige effecten op het dierenwelzijn, aan op welke wijze de 

dieren worden gehuisvest en verzorgd en motiveer de keuze om af te wijken van de eisen in 

bovengenoemde bijlage III.

G. Plaats waar de dieren worden gehuisvest

Worden de dierproeven geheel of gedeeltelijk uitgevoerd bij een inrichting die niet onder de rechtstreekse 
verantwoordelijkheid van een instellingsvergunninghouder Wod valt?

Nee > Ga verder met vraag H.

Ja > Geef aan wat voor bedrijf of instelling dit betreft.

Waarom is hiervoor gekozen en hoe wordt een adequate huisvesting, verzorging en behandeling van de 
dieren gewaarborgd?



Ongeriefinschatting/humane eindpunten

H. Pijn en pijnbestrijding

Valt te voorzien dat er pijn kan optreden bij de dieren?

Nee > Ga verder met vraag I.

Ja > Worden in dat geval verdoving, pijnstilling en/of andere pijnverlichtingsmethoden
toegepast?

                Nee > Motiveer dan waarom geen pijnverlichtingsmethoden worden toegepast.

                              

                Ja > Geef dan aan welke pijnverlichtingsmethoden worden toegepast en op welke 
wijze wordt verzekerd dat dit op een optimale wijze gebeurt.

Voorafgaande aan de subcutane implantaties van de “scaffolds” ontvangen de dieren eenmalig een 

subcutane injectie van buprenorfine 0,1 mg/kg lichaamsgewicht. Het zelfde geldt voor een mogelijke intra 

femorale beenmerg aspiratie.

Operaties, injecties voor het verkrijgen van “hu-scaffolds” volgens methode 2, beenmerg aspiraties, MRI 

scans en terminatie worden altijd onder Isofluraan anesthesie uitgevoerd in overeenkomst met onze 

humane eindpunten.

I. Overige aantasting van het welzijn en maatregelen

Welke eventuele andere vormen van welzijnsaantasting worden voorzien?

Tumor kan groeien en ongerief veroorzaken

Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn.

Tumorgroei                            

Beschrijf welke maatregelen worden genomen om deze schadelijke effecten te voorkomen of waar mogelijk 

te minimaliseren.

Bij een teveel aan ongerief zal de muis getermineerd worden.

J. Humane eindpunten

Valt te voorzien dat zich bij deze dierproef omstandigheden voordoen waarbij het toepassen van humane 

eindpunten geïndiceerd is om verder lijden van de dieren te voorkomen?

Nee > Ga verder met vraag K.

Ja > Geef aan welke criteria hierbij worden gehanteerd.

Verwachte eindpunten: Wanneer de muizen een percentage van 50% humane leukemische cellen in het 

bloed of een totaal tumor volume van maximaal 2cm3 (conform Code Of Practise) naderen worden deze 

humaan getermineerd door middel van cervicale dislocatie onder isofluraan anesthesie. 

Welk percentage van de dieren loopt kans deze criteria te halen?

Ervaringen uit het verleden laten zien dat een uitval percentage van onder de 5% een reële schatting zou 

zijn. 

K. Classificatie van ongerief

Geef aan hoe in het licht van alle hierboven beschreven negatieve effecten het cumulatief 
ongerief wordt geclassificeerd in termen van ‘terminaal’, ‘licht’, ‘matig’ of ‘ernstig’ ongerief.

Op basis van de strenge bewaking van het welzijn van de dieren zal het ongerief matig zijn. Dit is dan 
gebaseerd op de operaties/en of bestraling van de dieren als hoogste ongerief. 

Einde experiment



L. Wijze van doden

Worden de dieren als onderdeel van het experiment of na afloop van het experiment gedood?

Nee

Ja > Geef aan waarom het doden van dieren als eindpunt essentieel is voor deze proef.

Het termineren van de muizen aan het einde of als onderdeel van de proef is nodig omdat de organen, het 
beenmerg en het bloed van de muizen op het lab opgewerkt en geanalyseerd moet worden. Dit is ook erg 
belangrijk voor het onderdeel “biobanking”.

Wordt er een methode(n) van doden uit bijlage IV van richtlijn 2010/63/EU toegepast?

                Nee > Beschrijf de euthanasiemethode en onderbouw de keuze hiervoor.

                             

                Ja
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Format DEC-advies 

Maak bij de toepassing van dit format gebruik van de Praktische Handreiking: Ethisch 

Toetsingskader voor proefdiergebruik. Voor voorbeelden, zie bijlage I. 

Herhaling van antwoorden is niet nodig. Indien van toepassing kan verwezen worden 

naar een bij een eerdere vraag verstrekt antwoord.

A. Algemene gegevens over de procedure

1. Aanvraagnummer: Interne RUG code 8079 

2. Titel van het project: Onderzoek naar verschillende subtypen humane 

bloedkanker om betere behandelmethoden te kunnen ontwikkelen voor 

leukemiepatiënten  

3. Titel van de NTS: Transplantatie model voor verschillende subtypen leukemie 

om behandelmethodes te kunnen verbeteren   

4. Type aanvraag: nieuwe aanvraag projectvergunning

5. Contactgegevens DEC:
- naam DEC: DEC-RUG

- telefoonnummer contactpersoon:
- e-mailadres contactpersoon:

6. Adviestraject (data dd-mm-jjjj): ontvangen door DEC: 11-01-2017 aanvraag compleet:11-01-2017 in vergadering besproken: 19-01-2017  anderszins behandeld: 24-01-2017  termijnonderbreking(en) van / tot: 20-01-2017 tot 24-01-2017  besluit van CCD tot verlenging van de totale adviestermijn met 
maximaal 15 werkdagen: n.v.t.  aanpassing aanvraag: 24-01-2017   advies aan CCD: 02-02-2017, aangepast 16-02-2017 

7. Geef aan of de aanvraag is afgestemd met de IvD en deze de instemming heeft van 
de IvD.
De IvD heeft aangegeven dat de aanvraag met de IvD is afgestemd.  

Bij de punten 8 t/m 10 kan worden volstaan met ‘n.v.t.’ wanneer de betreffende acties 

niet aan de orde zijn geweest. 

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

- Datum
- Plaats
- Aantal aanwezige DEC-leden
- Aanwezige (namens) aanvrager
- Gestelde vraag / vragen
- Verstrekt(e) antwoord(en)
- Het horen van de aanvrager heeft wel/niet geleid tot aanpassing van de aanvraag

5.
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9. Correspondentie met de aanvrager
- Datum: 20-01-2017

Gestelde vraag/vragen: 

1/ Gelieve in de bijlage de limiet aan de totale bloedafname middels de 3-4 wekelijkse bloedafnames 

(submandibulaire punctuur) te kwantificeren. 

2/Het gebruik van 5 dieren per groep zou nader onderbouwd moeten worden. 

3/U stelt onder B. De dieren: ‘Als significantie bereikt is zullen geen verder proeven meer gedaan worden. De DEC 

vraagt zich af dit een juiste benadering is. Zou het niet beter zijn om de vraagstelling met een vooraf bepaalde 

power te benaderen? 

4/De experimenten zullen bij vrouwtjes uitgevoerd worden. Zijn er verschillen te verwachten tussen mannen en 

vrouwen? Zullen de bevindingen uit de experimenten algemeen geldend zijn bij gebruik van enkel vrouwtjes c.q. 

zijn ze te generaliseren? 

 

- Datum antwoord: 24-01-2017

- Verstrekt(e) antwoord(en):
- 1/ Dit is nu toegevoegd in de bijlage, pagina 3 

- 2/ Dit is gebaseerd op onze ervaring in het verleden. We hebben de volgende zin toegevoegd, pagina   

-   4 onderdeel biobanking, onderdeel target genen: 

-   Uit onze ervaring van de afgelopen jaren blijkt dat 5 dieren per groep nodig is om reproduceerbare 

-   resultaten te genereren (rekening houdend met variatie tussen individuele muizen, foutenmarge bij  

-   het injecteren van cellen). 

- 3/ Aangezien het pilotexperimenten betreft is het lastig om vooraf een poweranalyse te doen. Dit staat ook zo 

vermeld op pagina 5. Zo hebben we onze experimenten in het verleden ook altijd gedaan, en zien niet goed in 

hoe we dat nu anders zouden kunnen formuleren. 

- 4/ Zoals al in de aanvraag vermeldt is het gebruik van vrouwtjes erop gebaseerd dat deze een betere 

“engraftment” van hematopoietische (maligne) cellen vertonen (Comparison of human cord blood engraftment 

between immunocompromised mouse strains; McDermott et al, 2010) en op de betere verdraagzaamheid van 

vrouwtjes in groepshuisvesting. 

- In boven genoemde paper is ook de “engraftment” van de mannetjes beschreven. Tussen de geslachten werd 

vastgesteld dat vrouwtjes 1,4 keer betere “engraftment” vertonden als er meer dan 5000 cellen werden 

geïnjecteerd. Bij een lagere hoeveelheid cellen kon dat verschil oplopen tot 11 keer betere “engraftment” bij NSG 

vrouwtjes ten opzichte van NSG mannetjes, ondanks dat de NSG mannetjes ook duidelijke  “engraftment” 

vertonden.  

- Uitgaande van deze informatie is alleen voor het diermodel het vrouwtje een handigere keuze, door snellere en 

duidelijker resultaten en kunnen de gegevens ook vertaald worden naar de mannelijke  muis. Uiteindelijk zijn de 

resultaten dus zeker te generaliseren. 

- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag 

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

- Aard expertise
- Deskundigheid expert
- Datum verzoek
- Strekking van het verzoek
- Datum expert advies
- Advies expert

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling)

1. Is het project vergunningplichtig (dierproeven in de zin der wet)? Ja

2. Indien van toepassing, licht toe waarom het project niet vergunningplichtig is en of 
daar discussie over geweest is.
Indien niet vergunningplichtig, ga verder met onderdeel E. Advies.

3. De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag

4. Is de DEC competent om hierover te adviseren? Ja
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5. Geef aan of DEC-leden, met het oog op onafhankelijkheid en onpartijdigheid, zijn 
uitgesloten van de behandeling van de aanvraag en het opstellen van het advies.
Indien van toepassing, licht toe waarom. n.v.t.

C. Beoordeling (inhoud)

1. Beoordeel of de aanvraag toetsbaar is en voldoende samenhang heeft (Zie 

handreiking ‘Invulling definitie project’; zie bijlage I voor toelichting en voorbeeld).

Deze aanvraag heeft een concrete doelstelling en kan getypeerd worden als 

een project. De subdoelen zijn allemaal noodzakelijk om de doelstelling te 

behalen. Het is helder welke handelingen en ongerief individuele dieren 

zullen ondergaan. De aanvrager heeft zowel binnen de doelstellingen als 

tussen de doelstellingen criteria beschreven op basis van welke criteria deze 

zal besluiten het project wel of niet te continueren. De DEC vertrouwt erop 

dat de aanvrager gedurende het project op zorgvuldige wijze besluiten zal 

nemen over de voortgang van het project en er niet onnodig dieren gebruikt 

zullen worden. Gezien bovenstaande is de DEC van mening dat de aanvraag 

toetsbaar is en voldoende samenhang heeft. 

2. Signaleer of er mogelijk tegenstrijdige wetgeving is die het uitvoeren van de proef in 
de weg zou kunnen staan. Het gaat hier om wetgeving die gericht is op de 
gezondheid en welzijn van het dier of het voortbestaan van de soort (bijvoorbeeld 
Wet dieren en Flora- en faunawet). 

Voor zover de DEC de mogelijke tegenstrijdigheid kan beoordelen is er geen 

aanleiding om deze strijdigheid met andere relevante wettelijke bepalingen 

aanwezig te achten. De DEC wil wel vooropstellen dat deze 

signaleringsfunctie niet tot de taken van de DEC behoort. 

3. Beoordeel of de in de projectaanvraag aangekruiste doelcategorie(ën)
aansluit(en) bij de hoofddoelstelling. Nevendoelstellingen van beperkt belang hoeven 
niet te worden aangekruist in het projectvoorstel. De doelcategorie

sluit aan bij de hoofddoelstelling.

Belangen en waarden

4. Benoem zowel het directe doel als het uiteindelijke doel en geef aan of er een directe 
en reële relatie is tussen beide doelstellingen. Beoordeel of het directe doel 
gerechtvaardigd is binnen de context van het onderzoeksveld (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C4; zie bijlage I voor voorbeeld).

Het directe doel is 1/ meer inzicht te krijgen in de mechanismen die ten 

grondslag liggen aan het ontstaan van leukemie en de ontwikkeling van 

resistentie tegen bestaande therapieën, en 2/om betere behandelmethoden 

tegen leukemie te kunnen ontwikkelen. Bovenstaande met gebruikmaking 

van het in vivo xenograft muismodel. Het uiteindelijke doel is om tot betere 

behandelmethoden te komen voor leukemie patiënten.

Er is deels een directe en reële relatie tussen het directe en uiteindelijke 

doel want uit patiënten geïsoleerde leukemie cellen zullen worden getest in 

het muizenmodel. Het uiteindelijke doel zal waarschijnlijk binnen de looptijd 

van het project niet gehaald worden. Het project is gericht op fundamenteel 
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en translationeel onderzoek m.b.t. de hierboven beschreven (directe) doel.

De aanvrager heeft duidelijk gemaakt wat dit project kan bijdragen aan het 

onderzoeksveld en het directe doel is dus gerechtvaardigd binnen de context 

van het onderzoeksveld.

5. Benoem de belanghebbenden in het project en beschrijf voor elk van de 
belanghebbenden welke morele waarden in het geding zijn of bevorderd worden (Zie 

Praktische handreiking ETK: Stap 2.B en tabel 1; zie bijlage I voor voorbeeld)

De belangrijkste belanghebbenden in dit fundamentele/translationele 

project, wat gericht is op onderzoek naar mechanismen bij het ontstaan van 

leukemie, ontwikkeling van resistentie tegen bestaande therapieën, en 

mogelijke betere behandelmethoden tegen leukemie in een in vivo xenograft 

model, zijn de proefdieren, en de doelgroep/patiënt en diens naasten. 

      Waarden die voor proefdieren in het geding zijn: de integriteit van de 

dieren zal worden aangetast, de dieren zullen beperkt worden in hun 

natuurlijke gedrag en gedurende de proeven zullen de dieren stress 

ondervinden en ongerief ondergaan.

      Waarden die voor patiënten bevorderd kunnen worden: de gezondheid 

en levensverwachting van patiënten kan hierdoor verbeterd worden. Ook 

kan de kwaliteit van leven verbeterd worden van patiënten en van hun 

naasten.

6. Geef aan of er sprake kan zijn van substantiële milieueffecten. Zo ja, benoem deze, 
leg uit waarom daar sprake van kan zijn en geef aan of deze effecten afgedekt 
worden door specifieke wet- en regelgeving  op het gebied van het omgaan met voor 
het milieu risicovolle stoffen of organismen.

Voor zover de DEC de beschreven effecten op het milieu kan beoordelen is er 

geen aanleiding om de in de aanvraag beschreven effecten op het milieu te 

betrekken. De DEC wil wel vooropstellen dat deze signaleringsfunctie niet tot 

de taken van de DEC behoort.

Proefopzet en haalbaarheid

7. Beoordeel of de kennis en kunde van de onderzoeksgroep en andere betrokkenen bij 
de dierproeven voldoende gewaarborgd zijn. Licht uw beoordeling toe. (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C5). Voor zover de DEC kan beoordelen zijn de kennis 

en kunde van de onderzoeksgroep adequaat gezien de wetenschappelijke 

output alsmede de aandacht voor de drie V’s

8. Beoordeel of het project goed is opgezet, de voorgestelde experimentele opzet en 
uitkomstparameters logisch en helder aansluiten bij de aangegeven doelstellingen en 
of de gekozen strategie en experimentele aanpak kan leiden tot het behalen van de 
doelstelling binnen het kader van het project. Licht uw beoordeling toe. Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C6). De DEC is er van overtuigd dat het projectvoorstel 

aansluit bij recente wetenschappelijke inzichten en geen hiaten bevat die de 

bruikbaarheid van de resultaten in de weg zullen staan. De voorgestelde 

experimentele opzet en uitkomstparameters zijn logisch en helder gekozen 

en sluiten aan bij de aangegeven doelstellingen en de gekozen strategie en 

experimentele aanpak kunnen naar de mening van de DEC leiden tot het 

behalen van de doelstelling in het kader van het project.

Welzijn dieren

9. Geef aan of er sprake is van één of meerdere bijzondere categorieën van dieren, 
omstandigheden of behandeling van de dieren. Beoordeel of de keuze hiervoor 
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voldoende wetenschappelijk is onderbouwd en of de aanvrager voldoet aan de in de 
Wet op de Dierproeven (Wod). voor de desbetreffende categorie genoemde 
beperkende voorwaarden. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: 
Stap 1.C1; zie bijlage I voor toelichting en voorbeelden). N.v.t.

 Bedreigde diersoort(en) (10e, lid 4) 
 -menselijke primaten (10e) 
 f) 

 h) 
 2) 
 instelling vergunninghouder (10g) 
 Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13) 
 hode niet volgens bijlage IV richtlijn (13c, lid 3) 

10.Geef aan of de dieren gehuisvest en verzorgd worden op een wijze die voldoet aan de 
eisen  die zijn opgenomen in bijlage III van richtlijn 2010/63/EU. Indien niet aan deze 
minimale eisen kan worden voldaan, omdat het, om redenen van dierenwelzijn of 

diergezondheid of om wetenschappelijke redenen, noodzakelijk is hiervan af te wijken, 

beoordeel of dit in voldoende mate is onderbouwd. Licht uw beoordeling toe. De DEC 

heeft zich ervan verzekerd dat zulks het geval is.

11.Beoordeel of het cumulatieve ongerief als gevolg van de dierproeven voor elk dier 
realistisch is ingeschat en geclassificeerd. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C2). De DEC vertrouwt erop dat de aanvrager al het 

mogelijke zal doen om het eventuele ongerief voor de proefdieren te 

identificeren, te verminderen en waar mogelijk te voorkomen.

12.Het uitvoeren van dierproeven zal naast het ongerief vaak gepaard gaan met aantasting van de 
integriteit van het dier. Beschrijf op welke wijze er sprake is van aantasting van integriteit.

(Zie Praktische handreiking ETK: Stap 1.C2). (zie bijlage I voor voorbeeld).

De integriteit van het dier wordt aangetast door bestraling, injectie van 

inhibitor (drugs) en maligne hematopoietische cellen, bloedafnames,

scaffold implantatie en opoffering. 

13.Beoordeel of de criteria voor humane eindpunten goed zijn gedefinieerd en of goed is 
ingeschat welk percentage dieren naar verwachting een humaan eindpunt zal 
bereiken. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 1.C3).

Naar de mening van de DEC zijn de humane eindpunten zorgvuldig 

beschreven en is de inschatting van het percentage dieren dat naar 

verwachting een humaan eindpunt zal bereiken eveneens zorgvuldig 
aangegeven in de projectaanvraag.

3V’s

14.Beoordeel of de aanvrager voldoende aannemelijk heeft gemaakt dat er geen
geschikte vervangingsalternatieven zijn. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C3).
De aanvrager heeft voldoende aannemelijk gemaakt dat er geen geschikte 

vervangingsalternatieven zijn. De complexe omstandigheden voor leukemie 

ontwikkeling en behandeling (c.q. ontwikkeling van resistentie) zijn alleen 

na te bootsen in een gehumaniseerd muizenmodel.   
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15.Beoordeel of het aantal te gebruiken dieren realistisch is ingeschat en of er een 
heldere strategie is om ervoor te zorgen dat tijdens het project met zo min mogelijk 
dieren wordt gewerkt waarmee een betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. 
Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 1.C3).

Naar de mening van de DEC is het aantal te gebruiken dieren realistisch 

ingeschat en wel zodanig dat niet meer dan nodig, maar ook niet minder dan 

nodig dieren worden gebruikt voor het behalen van een betrouwbaar 

wetenschappelijke resultaat zulks mede gebaseerd op de door de aanvrager 

aangeleverde literatuur referenties.

16.Beoordeel of het project in overeenstemming is met de vereiste van verfijning van 
dierproeven en het project zodanig is opgezet dat de dierproeven zo humaan mogelijk 
kunnen worden uitgevoerd. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: 

Stap 1.C3).

De DEC heeft zich ervan verzekerd dat de aanvrager al het mogelijke zal 

doen om het eventuele ongerief voor de proefdieren te identificeren, te 

verminderen en waar mogelijk te voorkomen. Hierbij heeft de DEC onder 

andere de pijnbestrijding en huisvesting in haar beoordeling betrokken.

17.Beoordeel, indien het wettelijk vereist onderzoek betreft, of voldoende aannemelijk 
is gemaakt dat er geen duplicatie plaats zal vinden en of de aanvrager beschikt over 
voldoende expertise en informatie om tijdens de uitvoering van het project te 
voorkomen dat onnodige duplicatie plaatsvindt. Licht uw beoordeling toe.

Voor zover de DEC kan beoordelen zijn de kennis en kunde van de 

onderzoeksgroep adequaat en mede gezien het daartoe strekkende 

antwoord van de aanvrager in de projectaanvraag heeft de DEC reden aan te 
nemen dat onnodige duplicatie achterwege blijft.

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef

18.Geef aan of dieren van beide geslachten in gelijke mate ingezet zullen worden. Indien 
alleen dieren van één geslacht gebruikt worden, beoordeel of de aanvrager dat in 
voldoende mate wetenschappelijk heeft onderbouwd. (Zie Praktische handreiking 

ETK: Stap 1.C3; zie bijlage I voor voorbeeld).

In onderhavige projectaanvraag worden vrouwelijke dieren gebruikt. De

onderzoeker heeft naar de mening van de DEC deze keuze in de 

projectaanvraag voldoende onderbouwd. Alhoewel de DEC-RUG

vermindering van proefdieren in voorraad gedood toejuicht is zij overigens 

van mening dat dit aspect met name met de centrale dienst proefdieren en 

de aanvrager kortgesloten dient te worden daar de DEC niet betrokken is bij

de fok en aankoop van proefdieren.

19.Geef aan of dieren gedood worden in kader van het project (tijdens of na afloop van 
de dierproef). Indien dieren gedood worden, geef aan of en waarom dit noodzakelijk
is voor het behalen van de doelstellingen van het project. Indien dieren gedood 
worden, geef aan of er een voor de diersoort passende dodingsmethode gebruikt
wordt die vermeld staat in bijlage IV van richtlijn 2010/63/EU. Zo niet, beoordeel of 
dit in voldoende mate is onderbouwd. Licht uw beoordeling toe. Indien van 
toepassing, geeft ook aan of er door de aanvrager ontheffing is aangevraagd (Zie 
Praktische handreiking ETK: Stap 1.C3).

Naar de mening van de DEC is dit genoegzaam beschreven in de 
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projectaanvraag door de aanvrager.

20. Indien niet-humane primaten, honden, katten of landbouwhuisdieren worden gedood
om niet-wetenschappelijke redenen, is herplaatsing of hergebruik overwogen? Licht 
toe waarom dit wel/niet mogelijk is. N.v.t.

NTS

21. Is de niet-technische samenvatting een evenwichtige weergave van het project en 
begrijpelijk geformuleerd?

Naar de mening van de DEC is zulks het geval.

D. Ethische afweging.

Rechtvaardigen de doelstellingen van het project “Onderzoek naar verschillende 
subtypen humane bloedkanker om betere behandelmethoden te kunnen ontwikkelen 
voor leukemiepatiënten”, dat gericht is op de verbetering van de behandelmethoden van 
leukemie bij mensen en daarmee de vergroting van de kans op genezing bij dergelijke 
patiënten het matige ongerief, dat ongeveer 80% van de muizen wordt aangedaan dan 
wel licht ongerief bij de overige dieren in het onderhavige project?

Waarden die voor de proefdieren in het geding zijn: matig nadeel.

Waarden die voor de doelgroep bevorderd worden: potentieel groot voordeel.

Algemeen: vergroting van medische kennis met betrekking tot het ontstaan van 

leukemie en de behandeling daarvan, leidend tot een verbeterde 

gezondheidszorg.

De DEC-RuG is van mening dat de belangen van de samenleving in het algemeen en de 
patiënten en hun naasten in het bijzonder binnen het project “Onderzoek naar 
verschillende subtypen humane bloedkanker om betere behandelmethoden te kunnen 
ontwikkelen voor leukemiepatiënten” zwaarder wegen dan de belangen/waarden van de 
proefdieren. Voor de betrokken proefdieren leiden deze proeven, na licht dan wel matig 
ongerief, tot de dood. Zij worden door de experimenten in hun welzijn geschaad. Ten 
gevolge van de proeven zullen de dieren stress ondervinden. De integriteit van de dieren 
zal worden aangetast door het toedienen van maligne cellen al dan niet in combinatie 
met een scaffold, monitoring middels MRI en herhaalde bloedafname, het toepassen van 
conventionele en experimentele behandelingen en de opoffering aan het eind van de 
proeven. Dit zal ook repercussies hebben op hun natuurlijke gedrag. 

Indien de doelstellingen bereikt worden, zal dit project echter leiden tot een relevante 
uitbreiding van medisch-wetenschappelijke kennis over het ontstaan van leukemie. Voor 
de betreffende patiënten is verbetering van hun welzijn en mogelijk uitzicht op genezing 
van leukemie van groot belang. Dit verhoogt hun levensverwachting en geeft een betere 
kwaliteit van leven. 
Vandaar dat de DEC-RuG het onderhavige onderzoek, zowel vanuit wetenschappelijk, 
translationeel als vanuit maatschappelijk oogpunt, van reëel belang acht.
Het is aannemelijk dat de doelstelling behaald zal worden. De onderzoekers zullen zoveel 
mogelijk trachten het welzijn van de dieren te bevorderen, waardoor het werkelijke 
ongerief van de dieren beperkt blijft in relatie tot het te behalen voordeel. 

De DEC-RuG beantwoordt de centrale morele vraag: Rechtvaardigt de doelstelling van 
het project “Onderzoek naar verschillende subtypen humane bloedkanker om betere 
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behandelmethoden te kunnen ontwikkelen voor leukemiepatiënten”, dat gericht is op de 
verbetering van de behandeling van leukemie, de opoffering en het lichte dan wel matige 
ongerief, dat de dieren wordt aangedaan in het voorliggende project bevestigend. 
Hoewel de DEC-RuG de intrinsieke waarde van het dier onderschrijft en oog heeft voor 
het te ondergane ongerief van de proefdieren, weegt het reële belang van dit project 
naar haar mening zwaarder.
De DEC-RuG is van mening dat de voorgestelde experimentele opzet en 
uitkomstparameters logisch en helder aansluiten bij de aangegeven doelstellingen en dat 
de gekozen strategie en experimentele aanpak kunnen leiden tot het behalen van de 
doelstelling binnen het kader van het project. De onderzoekers beschikken over de 
benodigde kennis en technische expertise. Er is geen sprake van duplicatie. 
In de gekozen strategie wordt op bevredigende wijze tegemoet gekomen aan de 
vereisten van vervanging, vermindering en verfijning. De DEC-RuG is er van overtuigd 
dat de aanvrager voldoende maatregelen treft om zowel het ongerief van de dieren als 
het aantal benodigde dieren tot een minimum te beperken. De DEC-RuG is ervan 
overtuigd dat er geen alternatieven zijn, waardoor deze dierproef met minder ongerief of 
met minder, dan wel zonder levende dieren zou kunnen worden uitgevoerd.
Op grond van deze overwegingen beschouwt de DEC-RuG de voorgestelde dierproeven in 
het projectvoorstel “Onderzoek naar verschillende subtypen humane bloedkanker om 
betere behandelmethoden te kunnen ontwikkelen voor leukemiepatiënten” als ethisch 
gerechtvaardigd en voorziet de DEC-RuG derhalve het onderhavige projectvoorstel van 
een positief advies.

E. Advies

1. Advies aan de CCD
 De DEC adviseert de vergunning te verlenen.

2. Het uitgebrachte advies is kan unaniem tot stand zijn gekomen dan wel gebaseerd 
zijn op een meerderheidsstandpunt in de DEC. Indien gebaseerd op een 
meerderheidsstandpunt, specificeer het minderheidsstandpunt op het niveau van 
verschillende belanghebbenden en de waarden die in het geding zijn (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 4.A; zie bijlage I voor voorbeeld).

Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus.

3. Omschrijf de knelpunten/dilemma's die naar voren zijn gekomen tijdens het 
beoordelen van de aanvraag en het opstellen van het advies zowel binnen als buiten 
de context van het project (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 4.B).

N.v.t. De DEC is overigens niet gewoon projectaanvragen buiten de context 

c.q. haar verantwoordelijkheid en competentie te beoordelen.
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De inhoud van dit bericht is vertrouwelijk en alleen bestemd voor de geadresseerde(n). Anderen dan de 

geadresseerde(n) mogen geen gebruik maken van dit bericht, het niet openbaar maken of op enige wijze 

verspreiden of vermenigvuldigen. Het UMCG kan niet aansprakelijk gesteld worden voor een incomplete 

aankomst of vertraging van dit verzonden bericht.  

The contents of this message are confidential and only intended for the eyes of the addressee(s). Others than 

the addressee(s) are not allowed to use this message, to make it public or to distribute or multiply this 

message in any way. The UMCG cannot be held responsible for incomplete reception or delay of this 

transferred message.  

6.
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Format DEC-advies 

Maak bij de toepassing van dit format gebruik van de Praktische Handreiking: Ethisch 

Toetsingskader voor proefdiergebruik. Voor voorbeelden, zie bijlage I. 

Herhaling van antwoorden is niet nodig. Indien van toepassing kan verwezen worden 

naar een bij een eerdere vraag verstrekt antwoord.

A. Algemene gegevens over de procedure

1. Aanvraagnummer: Interne RUG code 8079 

2. Titel van het project: Onderzoek naar verschillende subtypen humane 

bloedkanker om betere behandelmethoden te kunnen ontwikkelen voor 

leukemiepatiënten  

3. Titel van de NTS: Transplantatie model voor verschillende subtypen leukemie 

om behandelmethodes te kunnen verbeteren   

4. Type aanvraag: nieuwe aanvraag projectvergunning

5. Contactgegevens DEC:
- naam DEC: DEC-RUG

- telefoonnummer contactpersoon:
- e-mailadres contactpersoon:

6. Adviestraject (data dd-mm-jjjj): ontvangen door DEC: 11-01-2017 aanvraag compleet:11-01-2017 in vergadering besproken: 19-01-2017  anderszins behandeld: 24-01-2017  termijnonderbreking(en) van / tot: 20-01-2017 tot 24-01-2017  besluit van CCD tot verlenging van de totale adviestermijn met 
maximaal 15 werkdagen: n.v.t.  aanpassing aanvraag: 24-01-2017   advies aan CCD: 02-02-2017 

7. Geef aan of de aanvraag is afgestemd met de IvD en deze de instemming heeft van 
de IvD.
De IvD heeft aangegeven dat de aanvraag met de IvD is afgestemd.  

Bij de punten 8 t/m 10 kan worden volstaan met ‘n.v.t.’ wanneer de betreffende acties 

niet aan de orde zijn geweest. 

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

- Datum
- Plaats
- Aantal aanwezige DEC-leden
- Aanwezige (namens) aanvrager
- Gestelde vraag / vragen
- Verstrekt(e) antwoord(en)
- Het horen van de aanvrager heeft wel/niet geleid tot aanpassing van de aanvraag

7.
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9. Correspondentie met de aanvrager
- Datum: 20-01-2017

Gestelde vraag/vragen: 

1/ Gelieve in de bijlage de limiet aan de totale bloedafname middels de 3-4 wekelijkse bloedafnames 

(submandibulaire punctuur) te kwantificeren. 

2/Het gebruik van 5 dieren per groep zou nader onderbouwd moeten worden. 

3/U stelt onder B. De dieren: ‘Als significantie bereikt is zullen geen verder proeven meer gedaan worden. De DEC 

vraagt zich af dit een juiste benadering is. Zou het niet beter zijn om de vraagstelling met een vooraf bepaalde 

power te benaderen? 

4/De experimenten zullen bij vrouwtjes uitgevoerd worden. Zijn er verschillen te verwachten tussen mannen en 

vrouwen? Zullen de bevindingen uit de experimenten algemeen geldend zijn bij gebruik van enkel vrouwtjes c.q. 

zijn ze te generaliseren? 

 

- Datum antwoord: 24-01-2017

- Verstrekt(e) antwoord(en):
- 1/ Dit is nu toegevoegd in de bijlage, pagina 3 

- 2/ Dit is gebaseerd op onze ervaring in het verleden. We hebben de volgende zin toegevoegd, pagina   

-   4 onderdeel biobanking, onderdeel target genen: 

-   Uit onze ervaring van de afgelopen jaren blijkt dat 5 dieren per groep nodig is om reproduceerbare 

-   resultaten te genereren (rekening houdend met variatie tussen individuele muizen, foutenmarge bij  

-   het injecteren van cellen). 

- 3/ Aangezien het pilotexperimenten betreft is het lastig om vooraf een poweranalyse te doen. Dit staat ook zo 

vermeld op pagina 5. Zo hebben we onze experimenten in het verleden ook altijd gedaan, en zien niet goed in 

hoe we dat nu anders zouden kunnen formuleren. 

- 4/ Zoals al in de aanvraag vermeldt is het gebruik van vrouwtjes erop gebaseerd dat deze een betere 

“engraftment” van hematopoietische (maligne) cellen vertonen (Comparison of human cord blood engraftment 

between immunocompromised mouse strains; McDermott et al, 2010) en op de betere verdraagzaamheid van 

vrouwtjes in groepshuisvesting. 

- In boven genoemde paper is ook de “engraftment” van de mannetjes beschreven. Tussen de geslachten werd 

vastgesteld dat vrouwtjes 1,4 keer betere “engraftment” vertonden als er meer dan 5000 cellen werden 

geïnjecteerd. Bij een lagere hoeveelheid cellen kon dat verschil oplopen tot 11 keer betere “engraftment” bij NSG 

vrouwtjes ten opzichte van NSG mannetjes, ondanks dat de NSG mannetjes ook duidelijke  “engraftment” 

vertonden.  

- Uitgaande van deze informatie is alleen voor het diermodel het vrouwtje een handigere keuze, door snellere en 

duidelijker resultaten en kunnen de gegevens ook vertaald worden naar de mannelijke  muis. Uiteindelijk zijn de 

resultaten dus zeker te generaliseren. 

- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag 

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

- Aard expertise
- Deskundigheid expert
- Datum verzoek
- Strekking van het verzoek
- Datum expert advies
- Advies expert

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling)

1. Is het project vergunningplichtig (dierproeven in de zin der wet)? Ja

2. Indien van toepassing, licht toe waarom het project niet vergunningplichtig is en of 
daar discussie over geweest is.
Indien niet vergunningplichtig, ga verder met onderdeel E. Advies.

3. De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag

4. Is de DEC competent om hierover te adviseren? Ja
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5. Geef aan of DEC-leden, met het oog op onafhankelijkheid en onpartijdigheid, zijn 
uitgesloten van de behandeling van de aanvraag en het opstellen van het advies.
Indien van toepassing, licht toe waarom. n.v.t.

C. Beoordeling (inhoud)

1. Beoordeel of de aanvraag toetsbaar is en voldoende samenhang heeft (Zie 

handreiking ‘Invulling definitie project’; zie bijlage I voor toelichting en voorbeeld).

Deze aanvraag heeft een concrete doelstelling en kan getypeerd worden als 

een project. De subdoelen zijn allemaal noodzakelijk om de doelstelling te 

behalen. Het is helder welke handelingen en ongerief individuele dieren 

zullen ondergaan. De aanvrager heeft zowel binnen de doelstellingen als 

tussen de doelstellingen criteria beschreven op basis van welke criteria deze 

zal besluiten het project wel of niet te continueren. De DEC vertrouwt erop 

dat de aanvrager gedurende het project op zorgvuldige wijze besluiten zal 

nemen over de voortgang van het project en er niet onnodig dieren gebruikt 

zullen worden. Gezien bovenstaande is de DEC van mening dat de aanvraag 

toetsbaar is en voldoende samenhang heeft. 

2. Signaleer of er mogelijk tegenstrijdige wetgeving is die het uitvoeren van de proef in 
de weg zou kunnen staan. Het gaat hier om wetgeving die gericht is op de 
gezondheid en welzijn van het dier of het voortbestaan van de soort (bijvoorbeeld 
Wet dieren en Flora- en faunawet). 

Voorzover de DEC de mogelijke tegenstrijdigheid kan beoordelen is er ‘geen 

aanleiding’ (of ‘aanleiding’) om deze strijdigheid met andere wettelijke 

bepalingen aanwezig te achten. De DEC wil wel vooropstellen dat deze 

signaleringsfunctie niet tot de taken van de DEC behoort. 

3. Beoordeel of de in de projectaanvraag aangekruiste doelcategorie(ën)
aansluit(en) bij de hoofddoelstelling. Nevendoelstellingen van beperkt belang hoeven 
niet te worden aangekruist in het projectvoorstel. De doelcategorie

sluit aan bij de hoofddoelstelling.

Belangen en waarden

4. Benoem zowel het directe doel als het uiteindelijke doel en geef aan of er een directe 
en reële relatie is tussen beide doelstellingen. Beoordeel of het directe doel 
gerechtvaardigd is binnen de context van het onderzoeksveld (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C4; zie bijlage I voor voorbeeld).

Het directe doel is 1/ meer inzicht te krijgen in de mechanismen die ten 

grondslag liggen aan het ontstaan van leukemie en de ontwikkeling van 

resistentie tegen bestaande therapieën, en 2/om betere behandelmethoden 

tegen leukemie te kunnen ontwikkelen. Bovenstaande met gebruikmaking 

van het in vivo xenograft muismodel. Het uiteindelijke doel is om tot betere 

behandelmethoden te komen voor leukemie patiënten.

Er is deels een directe en reële relatie tussen het directe en uiteindelijke 

doel want uit patiënten geïsoleerde leukemie cellen zullen worden getest in 

het muizenmodel. Het uiteindelijke doel zal waarschijnlijk binnen de looptijd 

van het project niet gehaald worden. Het project is gericht op fundamenteel 
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en translationeel onderzoek m.b.t. de hierboven beschreven (directe) doel.

De aanvrager heeft duidelijk gemaakt wat dit project kan bijdragen aan het 

onderzoeksveld en het directe doel is dus gerechtvaardigd binnen de context 

van het onderzoeksveld.

5. Benoem de belanghebbenden in het project en beschrijf voor elk van de 
belanghebbenden welke morele waarden in het geding zijn of bevorderd worden (Zie 

Praktische handreiking ETK: Stap 2.B en tabel 1; zie bijlage I voor voorbeeld)

De belangrijkste belanghebbenden in dit fundamentele/translationele 

project, wat gericht is op onderzoek naar mechanismen bij het ontstaan van 

leukemie, ontwikkeling van resistentie tegen bestaande therapieën, en 

mogelijke betere behandelmethoden tegen leukemie in een in vivo xenograft 

model, zijn de proefdieren, en de doelgroep/patiënt en diens naasten. 

      Waarden die voor proefdieren in het geding zijn: de integriteit van de 

dieren zal worden aangetast, de dieren zullen beperkt worden in hun 

natuurlijke gedrag en gedurende de proeven zullen de dieren stress 

ondervinden en ongerief ondergaan.

      Waarden die voor patiënten bevorderd kunnen worden: de gezondheid 

en levensverwachting van patiënten kan hierdoor verbeterd worden. Ook 

kan de kwaliteit van leven verbeterd worden van patiënten en van hun 

naasten.

6. Geef aan of er sprake kan zijn van substantiële milieueffecten. Zo ja, benoem deze, 
leg uit waarom daar sprake van kan zijn en geef aan of deze effecten afgedekt 
worden door specifieke wet- en regelgeving  op het gebied van het omgaan met voor 
het milieu risicovolle stoffen of organismen.

Voorzover de DEC de beschreven effecten op het milieu kan beoordelen is er 

‘geen aanleiding’ (of ‘aanleiding’) om de in de aanvraag beschreven effecten 

op het milieu in twijfel te trekken. De DEC wil wel vooropstellen dat deze 

signaleringsfunctie niet tot de taken van de DEC behoort.

Proefopzet en haalbaarheid

7. Beoordeel of de kennis en kunde van de onderzoeksgroep en andere betrokkenen bij 
de dierproeven voldoende gewaarborgd zijn. Licht uw beoordeling toe. (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C5). Voor zover de DEC kan beoordelen zijn de kennis 

en kunde van de onderzoeksgroep adequaat gezien de wetenschappelijke 

output alsmede de aandacht voor de drie V’s

8. Beoordeel of het project goed is opgezet, de voorgestelde experimentele opzet en 
uitkomstparameters logisch en helder aansluiten bij de aangegeven doelstellingen en 
of de gekozen strategie en experimentele aanpak kan leiden tot het behalen van de 
doelstelling binnen het kader van het project. Licht uw beoordeling toe. Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C6). De DEC is er van overtuigd dat het projectvoorstel 

aansluit bij recente wetenschappelijke inzichten en geen hiaten bevat die de 

bruikbaarheid van de resultaten in de weg zullen staan. De voorgestelde 

experimentele opzet en uitkomstparameters zijn logisch en helder gekozen 

en sluiten aan bij de aangegeven doelstellingen en de gekozen strategie en 

experimentele aanpak kunnen naar de mening van de DEC leiden tot het 

behalen van de doelstelling in het kader van het project.

Welzijn dieren

9. Geef aan of er sprake is van één of meerdere bijzondere categorieën van dieren, 
omstandigheden of behandeling van de dieren. Beoordeel of de keuze hiervoor 
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voldoende wetenschappelijk is onderbouwd en of de aanvrager voldoet aan de in de 
Wet op de Dierproeven (Wod). voor de desbetreffende categorie genoemde 
beperkende voorwaarden. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: 
Stap 1.C1; zie bijlage I voor toelichting en voorbeelden). N.v.t.

 Bedreigde diersoort(en) (10e, lid 4) 
 -menselijke primaten (10e) 
 f) 

 h) 
 2) 
 instelling vergunninghouder (10g) 
 Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13) 
 hode niet volgens bijlage IV richtlijn (13c, lid 3) 

10.Geef aan of de dieren gehuisvest en verzorgd worden op een wijze die voldoet aan de 
eisen  die zijn opgenomen in bijlage III van richtlijn 2010/63/EU. Indien niet aan deze 
minimale eisen kan worden voldaan, omdat het, om redenen van dierenwelzijn of 

diergezondheid of om wetenschappelijke redenen, noodzakelijk is hiervan af te wijken, 

beoordeel of dit in voldoende mate is onderbouwd. Licht uw beoordeling toe. De DEC 

heeft zich ervan verzekerd dat zulks het geval is.

11.Beoordeel of het cumulatieve ongerief als gevolg van de dierproeven voor elk dier 
realistisch is ingeschat en geclassificeerd. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C2). De DEC vertrouwt erop dat de aanvrager al het 

mogelijke zal doen om het eventuele ongerief voor de proefdieren te 

identificeren, te verminderen en waar mogelijk te voorkomen.

12.Het uitvoeren van dierproeven zal naast het ongerief vaak gepaard gaan met aantasting van de 
integriteit van het dier. Beschrijf op welke wijze er sprake is van aantasting van integriteit.

(Zie Praktische handreiking ETK: Stap 1.C2). (zie bijlage I voor voorbeeld).

De integriteit van het dier wordt aangetast door bestraling, injectie van 

inhibitor (drugs) en maligne hematopoietische cellen, bloedafnames,

scaffold implantatie en opoffering. 

13.Beoordeel of de criteria voor humane eindpunten goed zijn gedefinieerd en of goed is 
ingeschat welk percentage dieren naar verwachting een humaan eindpunt zal 
bereiken. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 1.C3).

Naar de mening van de DEC zijn de humane eindpunten zorgvuldig 

beschreven en is de inschatting van het percentage dieren dat naar 

verwachting een humaan eindpunt zal bereiken eveneens zorgvuldig 
aangegeven in de projectaanvraag.

3V’s

14.Beoordeel of de aanvrager voldoende aannemelijk heeft gemaakt dat er geen
geschikte vervangingsalternatieven zijn. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C3).
De aanvrager heeft voldoende aannemelijk gemaakt dat er geen geschikte 

vervangingsalternatieven zijn. De complexe omstandigheden voor leukemie 

ontwikkeling en behandeling (c.q. ontwikkeling van resistentie) zijn alleen 

na te bootsen in een gehumaniseerd muizenmodel.   
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15.Beoordeel of het aantal te gebruiken dieren realistisch is ingeschat en of er een 
heldere strategie is om ervoor te zorgen dat tijdens het project met zo min mogelijk 
dieren wordt gewerkt waarmee een betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. 
Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 1.C3).

Naar de mening van de DEC is het aantal te gebruiken dieren realistisch 

ingeschat en wel zodanig dat niet meer dan nodig, maar ook niet minder dan 

nodig dieren worden gebruikt voor het behalen van een betrouwbaar 

wetenschappelijke resultaat zulks mede gebaseerd op de door de aanvrager 

aangeleverde literatuur referenties.

16.Beoordeel of het project in overeenstemming is met de vereiste van verfijning van 
dierproeven en het project zodanig is opgezet dat de dierproeven zo humaan mogelijk 
kunnen worden uitgevoerd. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: 

Stap 1.C3).

De DEC heeft zich ervan verzekerd dat de aanvrager al het mogelijke zal 

doen om het eventuele ongerief voor de proefdieren te identificeren, te 

verminderen en waar mogelijk te voorkomen. Hierbij heeft de DEC onder 

andere de pijnbestrijding en huisvesting in haar beoordeling betrokken.

17.Beoordeel, indien het wettelijk vereist onderzoek betreft, of voldoende aannemelijk 
is gemaakt dat er geen duplicatie plaats zal vinden en of de aanvrager beschikt over 
voldoende expertise en informatie om tijdens de uitvoering van het project te 
voorkomen dat onnodige duplicatie plaatsvindt. Licht uw beoordeling toe.

Voor zover de DEC kan beoordelen zijn de kennis en kunde van de 

onderzoeksgroep adequaat en mede gezien het daartoe strekkende 

antwoord van de aanvrager in de projectaanvraag heeft de DEC reden aan te 
nemen dat onnodige duplicatie achterwege blijft.

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef

18.Geef aan of dieren van beide geslachten in gelijke mate ingezet zullen worden. Indien 
alleen dieren van één geslacht gebruikt worden, beoordeel of de aanvrager dat in 
voldoende mate wetenschappelijk heeft onderbouwd. (Zie Praktische handreiking 

ETK: Stap 1.C3; zie bijlage I voor voorbeeld).

In onderhavige projectaanvraag worden vrouwelijke dieren gebruikt. De

onderzoeker heeft naar de mening van de DEC deze keuze in de 

projectaanvraag voldoende onderbouwd. Alhoewel de DEC-RUG

vermindering van proefdieren in voorraad gedood toejuicht is zij overigens 

van mening dat dit aspect met name met de centrale dienst proefdieren en 

de aanvrager kortgesloten dient te worden daar de DEC niet betrokken is bij

de fok en aankoop van proefdieren.

19.Geef aan of dieren gedood worden in kader van het project (tijdens of na afloop van 
de dierproef). Indien dieren gedood worden, geef aan of en waarom dit noodzakelijk
is voor het behalen van de doelstellingen van het project. Indien dieren gedood 
worden, geef aan of er een voor de diersoort passende dodingsmethode gebruikt
wordt die vermeld staat in bijlage IV van richtlijn 2010/63/EU. Zo niet, beoordeel of 
dit in voldoende mate is onderbouwd. Licht uw beoordeling toe. Indien van 
toepassing, geeft ook aan of er door de aanvrager ontheffing is aangevraagd (Zie 
Praktische handreiking ETK: Stap 1.C3).

Naar de mening van de DEC is dit genoegzaam beschreven in de 
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projectaanvraag door de aanvrager.

20. Indien niet-humane primaten, honden, katten of landbouwhuisdieren worden gedood
om niet-wetenschappelijke redenen, is herplaatsing of hergebruik overwogen? Licht 
toe waarom dit wel/niet mogelijk is. N.v.t.

NTS

21. Is de niet-technische samenvatting een evenwichtige weergave van het project en 
begrijpelijk geformuleerd?

Naar de mening van de DEC is zulks het geval.

D. Ethische afweging.

Rechtvaardigen de doelstellingen van het project “Onderzoek naar verschillende 
subtypen humane bloedkanker om betere behandelmethoden te kunnen ontwikkelen 
voor leukemiepatiënten”, dat gericht is op de verbetering van de behandelmethoden van 
leukemie bij mensen en daarmee de vergroting van de kans op genezing bij dergelijke 
patiënten het matige ongerief, dat ongeveer 80% van de muizen wordt aangedaan dan 
wel licht ongerief bij de overige dieren in het onderhavige project?

Waarden die voor de proefdieren in het geding zijn: matig nadeel.

Waarden die voor de doelgroep bevorderd worden: potentieel groot voordeel.

Algemeen: vergroting van medische kennis met betrekking tot het ontstaan van 

leukemie en de behandeling daarvan, leidend tot een verbeterde 

gezondheidszorg.

De DEC-RuG is van mening dat de belangen van de samenleving in het algemeen en de 
patiënten en hun naasten in het bijzonder binnen het project “Onderzoek naar 
verschillende subtypen humane bloedkanker om betere behandelmethoden te kunnen 
ontwikkelen voor leukemiepatiënten” zwaarder wegen dan de belangen/waarden van de 
proefdieren. Voor de betrokken proefdieren leiden deze proeven, na licht dan wel matig 
ongerief, tot de dood. Zij worden door de experimenten in hun welzijn geschaad. Ten 
gevolge van de proeven zullen de dieren stress ondervinden. De integriteit van de dieren 
zal worden aangetast door het toedienen van maligne cellen al dan niet in combinatie 
met een scaffold, monitoring middels MRI en herhaalde bloedafname, het toepassen van 
conventionele en experimentele behandelingen en de opoffering aan het eind van de 
proeven. Dit zal ook repercussies hebben op hun natuurlijke gedrag. 

Indien de doelstellingen bereikt worden, zal dit project echter leiden tot een relevante 
uitbreiding van medisch-wetenschappelijke kennis over het ontstaan van leukemie. Voor 
de betreffende patiënten is verbetering van hun welzijn en mogelijk uitzicht op genezing 
van leukemie van groot belang. Dit verhoogt hun levensverwachting en geeft een betere 
kwaliteit van leven. 
Vandaar dat de DEC-RuG het onderhavige onderzoek, zowel vanuit wetenschappelijk, 
translationeel als vanuit maatschappelijk oogpunt, van reëel belang acht.
Het is aannemelijk dat de doelstelling behaald zal worden. De onderzoekers zullen zoveel 
mogelijk trachten het welzijn van de dieren te bevorderen, waardoor het werkelijke 
ongerief van de dieren beperkt blijft in relatie tot het te behalen voordeel. 

De DEC-RuG beantwoordt de centrale morele vraag: Rechtvaardigt de doelstelling van 
het project “Onderzoek naar verschillende subtypen humane bloedkanker om betere 
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behandelmethoden te kunnen ontwikkelen voor leukemiepatiënten”, dat gericht is op de 
verbetering van de behandeling van leukemie, de opoffering en het lichte dan wel matige 
ongerief, dat de dieren wordt aangedaan in het voorliggende project bevestigend. 
Hoewel de DEC-RuG de intrinsieke waarde van het dier onderschrijft en oog heeft voor 
het te ondergane ongerief van de proefdieren, weegt het reële belang van dit project 
naar haar mening zwaarder.
De DEC-RuG is van mening dat de voorgestelde experimentele opzet en 
uitkomstparameters logisch en helder aansluiten bij de aangegeven doelstellingen en dat 
de gekozen strategie en experimentele aanpak kunnen leiden tot het behalen van de 
doelstelling binnen het kader van het project. De onderzoekers beschikken over de 
benodigde kennis en technische expertise. Er is geen sprake van duplicatie. 
In de gekozen strategie wordt op bevredigende wijze tegemoet gekomen aan de 
vereisten van vervanging, vermindering en verfijning. De DEC-RuG is er van overtuigd 
dat de aanvrager voldoende maatregelen treft om zowel het ongerief van de dieren als 
het aantal benodigde dieren tot een minimum te beperken. De DEC-RuG is ervan 
overtuigd dat er geen alternatieven zijn, waardoor deze dierproef met minder ongerief of 
met minder, dan wel zonder levende dieren zou kunnen worden uitgevoerd.
Op grond van deze overwegingen beschouwt de DEC-RuG de voorgestelde dierproeven in 
het projectvoorstel “Onderzoek naar verschillende subtypen humane bloedkanker om 
betere behandelmethoden te kunnen ontwikkelen voor leukemiepatiënten” als ethisch 
gerechtvaardigd en voorziet de DEC-RuG derhalve het onderhavige projectvoorstel van 
een positief advies.

E. Advies

1. Advies aan de CCD
 De DEC adviseert de vergunning te verlenen.

2. Het uitgebrachte advies is kan unaniem tot stand zijn gekomen dan wel gebaseerd 
zijn op een meerderheidsstandpunt in de DEC. Indien gebaseerd op een 
meerderheidsstandpunt, specificeer het minderheidsstandpunt op het niveau van 
verschillende belanghebbenden en de waarden die in het geding zijn (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 4.A; zie bijlage I voor voorbeeld).

Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus.

3. Omschrijf de knelpunten/dilemma's die naar voren zijn gekomen tijdens het 
beoordelen van de aanvraag en het opstellen van het advies zowel binnen als buiten 
de context van het project (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 4.B).

N.v.t. De DEC is overigens niet gewoon projectaanvragen buiten de context 

c.q. haar verantwoordelijkheid en competentie te beoordelen.
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1 Algemene gegevens

1.1 Vul uw deelnemernummer 
van de NVWA in.

10800

1.2 Vul de naam van de 
instelling of organisatie in.

Universiteit Utrecht

1.3 Vul de titel van het project 
in. 

Het karakteriseren van de ontwikkeling van het innate

immuunsysteem van vleeskuikens.

2 Categorie van het project

2.1       In welke categorie valt 
het project.

U kunt meerdere 

mogelijkheden kiezen.

Fundamenteel onderzoek

Translationeel of toegepast onderzoek

Wettelijk vereist onderzoek of routinematige productie

Onderzoek ter bescherming van het milieu in het belang van de 
gezondheid of het welzijn van mens of dier

Onderzoek gericht op het behoud van de diersoort

Hoger onderwijs of opleiding

Forensisch onderzoek

Instandhouding van kolonies van genetisch gemodificeerde dieren, 
niet gebruikt in andere dierproeven

3 Algemene projectbeschrijving

3.1 Achtergrond

Licht het project toe. Beschrijf de aanleiding, de achtergrond en de context. Besteed aandacht aan de bij 
vraag 2 aangekruiste categorieën.

Geef in geval van ‘wettelijk vereiste dierproeven’ aan welke wettelijke eisen (in relatie tot beoogd 
gebruik en markttoelating) van toepassing zijn.
Geef in geval van ‘routinematige productie’ aan welk(e) product(en) het betreft en voor welke 
toepassing(en).
Geef in geval van ‘hoger onderwijs of opleiding’ aan waarom in dit project, in relatie tot het 
opleidingsprogramma en eindtermen, is gekozen voor dierproeven.

Format
Projectvoorstel dierproeven

Dit format gebruikt u om uw projectvoorstel van de dierproeven 
te schrijven
Bij dit format hoort de bijlage Beschrijving dierproeven. Per
type dierproef moet u deze bijlage toevoegen.
Meer informatie over het projectvoorstel vindt u op de website
www.centralecommissiedierproeven.nl.
Of neem telefonisch contact op. (0900-2800028).

3.



Het voorliggende projectvoorstel is een uitvloeisel van het door NWO gefinancierde project “Optimizing 
Flock health and performance by influencing Immune Responsiveness and the gut Microbiome by 
nutritional interventions in Broilers (FIRM-broilers)”. Dit NWO project heeft als doel om in vleeskuikens 
de interactie tussen het microbioom in de darm en de ontwikkeling van het immuunsysteem te 
bestuderen. Daarnaast wordt het effect van voerinterventies op de dynamiek van het microbioom in de 
darm en de ontwikkeling van het immuunsysteem onderzocht. Het uiteindelijke doel van het project is 
om door middel van voerinterventies de samenstelling van bacteriën in de darm zo te beïnvloeden dat 
het immuun systeem van de kip versterkt wordt waardoor de kuikens beter beschermd zijn tegen 
infecties.

Microbiota spelen een belangrijke rol in gezondheid en ziekte. Bij mensen is, onder andere mede dankzij 

het NIH Common Fund Human Microbiome Project, duidelijk geworden hoe belangrijk bacteriën in de 

darm kunnen zijn voor de algehele gezondheid. Ook bij vleeskuikens is de samenstelling en diversiteit 

van het kippen-darmmicrobioom (=verzameling darmmicrobiota) van invloed op essentiële fysiologische 

processen, zoals de ontwikkeling van de darmmorfologie, spijsvertering, immuunsysteem, toxine 

ontgifting, energiegebruik en groei (Kohl. J Comp Physiol B 2012 (182): 591-602; Wei et al. Poult Sci 

2013 (92): 671-683; Stanley et al. Appl Microbiol Biotechnol 2012 (96): 1361-1369). Het 

darmmicrobioom wordt bepaald door vele interacties tussen gastheer en omgevingsfactoren en varieert 

sterk binnen en tussen koppels vleeskuikens. Deze variatie is geassocieerd met verschillen in weerstand, 

voederconversie en groei/eindgewicht. Een efficiënte en geschikte methode om in koppels het 

darmmicrobioom te manipuleren is door middel van aanpassingen in diervoeders of het voermanagement 

(Choct. Br Poult Sci 2009 (50): 9-15; Lamot et al. Poult Sci 2014 (93): 2604-2614). 

De interactie tussen darmmicrobioom en immuunsysteem is voornamelijk onderzocht in zoogdieren en 

weinig in vogels. Men veronderstelt dat deze interacties gelijk zijn in kippen, maar vanwege de beperkte 

beschikbaarheid van reagentia om het kippen immuun systeem te bestuderen was het eerder niet 

mogelijk om deze relatie te bestuderen. 

Omdat het innate immuunsysteem juist in jonge kuikens een zeer belangrijke rol speelt, is het essentieel 

om ook in kippen de interactie tussen microbioom en de ontwikkeling van het immuunsysteem te 

bestuderen. Vervolgens wordt het effect van voerinterventies op de dynamiek van het microbioom in de 

darm en de ontwikkeling van het immuunsysteem onderzocht.

Eerder onderzoek heeft uitgewezen dat de ontwikkeling van immuunsysteem direct na uitkomst uit het ei 

wordt beïnvloed door voedingsstoffen en microbiota (Cunninghan-Rundles et al. J Allergy Clin Immunol 

2005 (115): 1119-1128, quiz 1129; Green et al. Clin Exp Immunol 2004 (136): 472-482; Bar-Shira et 

al. Dev Comp Immunol 2006 (30): 930-941; Yin et al. ISME Journal 2010 (4):367-376; Bar-Shira et al. 

Dev Comp Immunol 2003 (27): 147-157; Torok et al. Appl Environ Microbiol 2011 (77): 3380-3390).

Hoewel de  ontwikkeling van het immuunsysteem van de kip begint tijdens het embryonale leven, is het 

immuunsysteem nog niet volledig ontwikkeld als het kuiken uit het ei komt (Mast et al. Vet Immunol 

Immunopathol 1999 (70): 245-256). Het innate (aangeboren) immuunsysteem  is al wel ontwikkeld als 

de kuikens uit het ei komen, maar de adaptieve (specifieke) immuunrespons komt pas na 2-3 weken op 

gang. Het aangeboren immuun systeem is dus de eerste afweer barrière tegen binnendringende 

pathogenen en speelt dan ook een belangrijke rol in de bescherming tegen infecties in het vroege leven 

van een kuiken. Daarnaast is het innate immuunsysteem belangrijk voor het op gang brengen van de 

adaptieve afweer reactie. Wanneer het innate immuunsysteem niet goed ontwikkeld is wordt het gat 

tussen het uitkomen uit het ei en de ontwikkeling van een volledig functioneel en geactiveerd specifiek 

immuunsysteem niet overbrugd. Dit zal resulteren in een verminderde weerstand van vleeskuikens met 

als gevolg infecties. Er is echter nog weinig specifieke kennis beschikbaar over de ontwikkeling van het 

innate immuunsysteem bij het kuiken. Het is dus van belang om meer kennis te verkrijgen over de 

ontwikkeling van het innate immuunsysteem, zodat de weerstand van de vleeskuikens wordt verhoogd. 

Belangrijke componenten van het innate immuunsysteem zijn de NK cel en de DC. NK cellen spelen een 

rol in de eerste afweer reactie nadat een virus de gastheer binnenkomt door rechtstreeks geïnfecteerde 

cellen te doden (Trinchieri. Adv Immunol 1989 (47): 187-376; Lanier. Annu Rev Immunol 2005 (23): 

225-274). Daarnaast zijn zowel NK cellen als DCs betrokken bij het initiëren van de adaptieve immuun 



response (Raulet et al Nat Immunol. 2004;5(10):996-1002; Andoniou et al. Nat Immunol 2005 (6): 

1011-1019).  In de afgelopen jaren zijn technieken ontwikkeld om belangrijke cellen van het innate 

immuunsysteem zoals ’’natural killer’’ (NK) cellen en ’’dendritische cellen’’ (DC)  van kippen te meten. Er 

zijn echter nog geen studies gedaan naar de ontwikkeling van NK cellen en DC in de darm en andere 

organen van kuikens. Een eerdere studie toonde aan dat darmweefsel van één-dag oude kuikens al 

verscheidene elementen bevatte van het aangeboren immuunsysteem, zoals receptoren en cel markers 

(Eren. Microsc Res Tech 2016 (79): 604-614). In deze pilot studie zal als eerste zowel tijdens de 

embryonale ontwikkeling als in kuikens worden onderzocht welke subtypen NK cellen voorkomen in 

verschillende organen. De ontwikkeling van het aangeboren immuunsysteem begint tijdens de 

embryonale fase en is volgroeid bij uitkomen uit het ei. Om de gehele ontwikkeling te kunnen 

onderzoeken is het van belang om de embryonale fase mee te nemen in experimenten naast de eerste 

levensdagen van de kuikens. Daarnaast wordt de aanwezigheid en activatie van DCs onderzocht. Omdat 

weinig bekend is over de ontwikkeling van het innate immuunsysteem in vleeskuikens zullen daarnaast 

andere immuun relevante organen zoals milt, beenmerg en lever worden bestudeerd. Op basis van deze 

resultaten kan een beeld gevormd worden van hoe het innate immuunsysteem in de darm zich 

ontwikkeld, en hebben we een “base line” voor toekomstige experimenten waarin het effect van 

interventies op deze ontwikkeling bestudeerd zal worden. 

Deze toekomstige studies naar de interactie tussen microbioom en de ontwikkeling van het 

immuunsysteem en het effect van voer interventies op deze interactie zullen ondergebracht worden in 

een volgend projectvoorstel. 

3.2 Doel 

Beschrijf de algemene doelstelling en haalbaarheid van het project.

In het geval het project gericht is op één of meer onderzoeksdoelen: op welke vra(a)g(en) dient dit 
project antwoord(en) te verschaffen? 
In geval het een ander dan een onderzoeksdoel betreft: in welke concrete behoefte voorziet dit 
project?

Het doel van dit project is om de ontwikkeling van het innate immuunsysteem in de darm en immuun

relevante organen zoals milt, lever en beenmerg van vleeskuikens in kaart te brengen.

De onderzoekslijn naar kippen NK cellen is opgezet in 2007. Op dit moment is dit een van de 

belangrijkste onderzoeklijnen in de aviaire immunologie groep. Na het ontwikkelen van testen om de 

aanwezigheid en de activiteit van NK cellen te meten (Jansen et al, DCI 2010) zijn deze technieken in 

verschillende studies toegepast. In deze studies is de rol van NK cellen tijdens infecties met virussen 

zoals IBV en vogelgriepvirus bestudeerd (Vervelde et al, Vet Immunol Immunopathol 2013, Jansen et al 

Sci Reps 2013). Ook heeft de aviaire immunologie groep verschillende assays ontwikkeld om de 

aanwezigheid en activatie van kippen DCs te meten (de Geus et al, JI 2012). Met onze ruime ervaring die 

op het gebied van dierexperimenten met kippen en het bestuderen van het kippen innate 

immuunsysteem zal dit ertoe leiden dat de studies in deze aanvraag afgerond zullen zijn voor het eind 

van de periode waarvoor toestemming wordt gevraagd.

3.3 Belang 

Beschrijf het wetenschappelijk en/of maatschappelijk belang van de hierboven beschreven 
doelstelling(en).

Wetenschappelijk belang:

Er is weinig bekend over NK cel biologie in kippen. Tot nu toe zijn verschillende populaties NK cellen 

beschreven in longen, bloed en milt van leghennen en in de milt van kippen embryo’s. Een studie waarin 

in detail wordt gekeken naar NK cel subtypen in verschillende organen van vleeskuikens en kippen 

embryo’s en naar hoe kippen NK cellen migreren van het ene naar het andere orgaan is niet eerder 

uitgevoerd. Ook over kippen DCs, hun migratie en activatie is weinig bekend. Deze studie zal zeker 

bijdragen aan meer kennis op het gebied van het innate immuunsysteem in de kip.



Maatschappelijk belang:

Een goede ontwikkeling van het immuunsysteem van kuikens zal ervoor zorgen dat deze al vanaf jonge 

leeftijd kan optreden tegen ziekteverwekkers. Hiermee wordt ook de kans op het oplopen van infecties 

die bij de mens tot voedselinfecties kunnen leiden (zoals Salmonella en Campylobacter) verminderd. Ook 

zullen kippen die gezond zijn minder snel worden behandeld met antibiotica. Gezondere koppels 

pluimvee zorgen dus voor minder kans op overdracht van dierziekten of antibioticaresistentie van dier 

naar de mens via onder andere de consumptie van vlees.

3.4 Onderzoeksstrategie

3.4.1 Geef een overzicht van de algemene opzet van het project (strategie).

Aanpak:

Eieren afkomstig van een commerciële boerderij worden getransporteerd naar de onderzoeksfacilteiten 

van de faculteit diergeneeskunde. Hier worden de eieren bebroed tot het gewenste embryonale stadium

of tot uitkomst. Na uitkomst worden de kuikens in een experimentele stal geplaatst en verzorgd. 

Om een beeld te krijgen van de ontwikkeling van het innate immuunsysteem worden vleeskuikens op 

verschillende leeftijden gedood. Vervolgens wordt darm materiaal verzameld, en wordt materiaal van 

andere immuun relevante organen zoals milt, lever en beenmerg geïsoleerd. Het is helaas niet mogelijk 

om alle immuun relevante organen te bestuderen gezien de complexiteit van de isolatie procedures en de 

assays. Als mucosaal immuunorgaan is de darm het meest relevant omdat in vervolg experimenten de 

interactie tussen immuunsysteem en microbiota wordt onderzocht. De overige selectie van organen is 

gebaseerd op waar de mogelijkheid ligt om NK cellen en DCs te meten. Immuuncellen worden geïsoleerd 

uit de organen en vervolgens wordt de aanwezigheid en activiteit van de NK cellen en DCs bestudeerd. 

Deze experimenten zullen laten zien waar en wanneer de cellen van het innate immuun systeem zich 

ontwikkelen.

3.4.2 Geef een overzicht op hoofdlijnen van de verschillende onderdelen van het project en de daarbij 
gebruikte type(n) dierproef of dierproeven.

1. Om de ontwikkeling van het innate immuunsysteem in vleeskuikens in kaart te brengen, zullen NK 

cellen en DCs worden geïsoleerd uit de darm en verschillende organen zoals beenmerg, milt en lever van 

vleeskuiken embryo’s en 1-7 en 14 en 21 dagen oude kuikens. Dag 1 is de dag van uitkomst. In deze 

experimenten zullen kippen embryo’s van 14, 16, 18 en 20 dagen en kuikens van 1, 3, 5, 7, 14 en 21 

dagen worden doodgemaakt. De genoemde organen zullen worden verzameld voor de isolatie van 

leukocyten. NK-cel subsets zullen worden bepaald met behulp van flowcytometrie na kleuring van de 

cellen met NK cel specifieke markers. Daarnaast zal de activiteit, cytokine productie en ‘killing’ capaciteit 

van NK cellen worden gemeten met behulp van verschillende assays. Ook wordt de lokalisatie en co-

lokalisatie van NK cellen met andere immuun cellen bepaald door middel van immunohistochemistry. Ook 

zal de aanwezigheid van DC’s worden bepaald met behulp van flowcytometrie na kleuring met specifieke 

markers. Daarnaast zal de activiteit van DC’s worden gemeten met een assay en co-lokalisatie met 

andere immuun cellen door middel van immunohistochemistry.

3.4.3 Beschrijf en benoem de logische samenhang van deze verschillende onderdelen en de eventuele 
fasering in de uitvoering. Vermeld eventuele mijlpalen en keuzemomenten.

1. Het in kaart brengen van NK cellen in verschillende organen zal aantonen waar de ontwikkeling van NK 

cellen plaatsvindt en hoe NK cellen door het lichaam van de kip migreren.

2. Het bestuderen van de aanwezigheid en activatie van DCs zal aantonen wat de wisselwerking is tussen 

NK cellen en DCs en hoe ze elkaar beïnvloeden. 

De wisselwerking tussen NK cellen en DC’s is optimaal bij cel-cel contact. Aanwezigheid van beide cellen 

(dichtbij elkaar) en activatie markers op de cellen zullen een beeld geven van de interactie tussen NK 

cellen en DC’s.

Milestone 1: het in kaart brengen van de ontwikkeling van NK cellen in kippen embryo’s en jonge kuikens

Milestone 2: het in kaart brengen van DCs in kippen embryo’s en jonge kuikens



De resultaten uit deze pilot studie zullen gebruikt worden voor vervolgexperimenten, die niet onder deze 

projectvergunningsaanvraag zijn opgenomen, maar wel onderdeel worden van het onderzoeksproject 

(FIRM-Broilers). 

3.4.4 Benoem de typen dierproeven. Vul per type dierproef een bijlage Beschrijving dierproeven in. 

Volgnummer Type dierproef 

1 Het in kaart brengen van de ontwikkeling van het innate immuunsysteem in kippen 

embryo’s en jonge kuikens

2

3

4

5                      

6

7

8

9

10



1 Algemene gegevens

1.1 Vul uw deelnemernummer 
van de NVWA in.

10800

1.2 Vul de naam van de 
instelling of organisatie in.

Universiteit Utrecht

1.3 Vul het volgnummer en het 
type dierproef in. 

Gebruik de volgnummers 

van vraag 3.4.4 van het 

format Projectvoorstel.

Volgnummer Type dierproef

3.4.4.1
Het in kaart brengen van de ontwikkeling van het innate 

immuunsysteem in kippen embryo’s en jonge kuikens

2 Beschrijving dierproeven

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters

Beschrijf de keuze van de experimentele aanpak en de primaire uitkomstparameters.

Om de ontwikkeling van NK cellen en DCs in kaart te brengen, worden deze cellen geïsoleerd uit organen 
zoals beenmerg, milt, bloed en darm van kippen embryo's en kuikens. Vleeskuiken embryo's van 14 dagen, 
16 dagen, 18 dagen en 20 dagen oud en kuikens van 1, 3, 5, 7, 14 en 21 dagen oud worden doodgemaakt. 
Organen worden verzameld en in het lab worden uit de verschillende organen de leukocyten geïsoleerd voor 
verder onderzoek.
De keuze voor de tijdspunten waarop de embryo’s/kuikens gedood worden is bepaald om zo nauwkeurig 
mogelijk de innate response in beeld te krijgen en veranderingen in deze response in toekomstige 
experimenten. Het is bekend dat de adaptieve afweer in jonge kuikens nog niet ontwikkeld is, deze komt 
pas na een week of drie op gang. In deze eerste periode is het innate immuun systeem dus erg belangrijk in 
de bescherming tegen ziekteverwekkers. Om een beeld te krijgen van de frequentie en functie van NK cellen 
en DCs is gekozen voor een studie waarin de cellen elke twee dagen bestudeerd worden gedurende een 
week en op 14 en 21 dagen.
ED14: Er is bekend dat in embryo’s van 14 dagen de milt uitsluitend NK cellen bevat. NK cellen uit de milt 
van embryo’s van deze leeftijd zijn door ons uitgebreid bestudeerd dus de normale waarden voor de 
frequentie en functie van deze NK cellen zijn bekend. Dit is het uitgangspunt van onze studie. Ook wordt er 
gekeken naar aanwezigheid en activiteit van DCs.
ED16-ED20: Om de ontwikkeling van ED16 naar ED20 te kunnen bestuderen en wat te kunnen leren over 
veranderingen in frequentie en functie van embryonale NK cellen en DCs.
Dag 1-3-5-7: Om na uitkomst uit het ei de ontwikkeling te kunnen bestuderen en wat te kunnen leren over 
veranderingen in frequentie en functie van NK cellen en DCs.
Dag 14-21: Weergeven van de verhouding tussen NK cellen en DCs, wanneer het adaptieve 
immuunsysteem begint te ontwikkelen.

Primaire uitkomst parameters:

Bijlage
Beschrijving dierproeven

Deze bijlage voegt u bij uw projectvoorstel dierproeven.
Per type dierproef moet u deze bijlage invullen en 
toevoegen.
Meer informatie vindt u op de website
www.centralecommissiedierproeven.nl.
Of neem telefonisch contact op. (0900-2800028).

4.



- De frequentie van NK cellen gemeten met behulp van markers voor kippen NK cellen
- De frequentie van DCs met behulp van bijpassende markers

- De activiteit van NK cellen (bepaling van de expressie van CD107, een eiwit wat op de buitenkant van 

geactiveerde N )

- De activiteit van DCs met behulp van markers die de activatie van DC’s aantonen

De frequentie van cellen is erg afhankelijk van andere cellen die aanwezig zijn. Naast het meten van de 

percentages cellen worden de organen gewogen voor de cellen geïsoleerd worden, zodat uiteindelijk het 

aantal cellen per gram weergegeven kan worden.  

Tijdens de analyses nemen we ook parameters mee van het adaptieve immuunsysteem, zoals B en T cellen. 

Gezien de complexiteit van de assays is het niet mogelijk om ook de functie van B en T cellen in detail te 

bestuderen. Wel zal de aanwezigheid van B en T cellen en de activatie van CD8+ T cellen gemeten worden 

met behulp van flowcytometrie.

Beschrijf de beoogde behandeling van de dieren (inclusief de aard, de frequentie en de duur van de 

behandelingen waaraan de dieren worden blootgesteld) en onderbouw de gekozen aanpak.

De eieren worden uitgebroed. De kippen ontvangen geen verder behandeling. Op verschillende tijdstippen 
worden de kippen doodgemaakt door cervicale dislocatie of elektrocutie gevolgd door verbloeding.

Onderbouwing:

Op verschillende dagen wordt de NK cel response gemeten, als mede van DCs om te onderzoeken hoe het 

innate en adaptieve immuunsysteem zich ontwikkelt in embryo’s en jonge kuikens. In deze pilot studie zal 

gekeken worden hoe de natuurlijke ontwikkeling verloopt, dus van de immuun cellen in embryo’s en kuikens 

die geen behandeling hebben ontvangen.

Geef aan welke overwegingen en statistische methoden worden gebruikt om het aantal benodigde dieren tot 

een minimum te beperken.

Dit is een pilot studie waarin voor het eerst naar de ontwikkeling van NK cellen en DCs wordt gekeken in 
deze organen van vleeskuikens. Uit een eerdere pilot studie waarin gekeken is naar NK cellen in de darm 
van 2 en 4 weken oude dieren, is bekend dat met 3 dieren per groep een betrouwbare analyse uitgevoerd 
kan worden met betrekking tot de aanwezigheid, functie en activatie van cellen. Ook is bekend uit een 
eerder experiment waarin gekeken is naar immuun cellen in de darm van één dag oude kuikens dat het 
aantal cellen per orgaan op deze leeftijd erg laag is. Om een betrouwbare meting te kunnen doen moeten 
cellen van tenminste drie één dag oude kuikens gecombineerd worden en zijn er in totaal op dit tijdstip 9 
kuikens nodig. Uit een eerder experiment is ook gebleken dat vanaf dag 3 voldoende cellen te isoleren zijn 
uit individuele dieren. 
Op advies van de IvD is het aantal benodigde dieren per groep verhoogd naar 5 in verband met mogelijke 
uitval die voor kan komen op deze leeftijden en omdat in dit experiment ook jongere kuikens gebruikt 
worden dan in het experiment waarnaar verwezen wordt. Voor één dag oude kuikens betekent dit dat er in 
totaal 15 kuikens nodig zijn om een betrouwbare analyse uit te voeren.
In deze pilot studie wordt fundamenteel onderzoek gedaan en wordt het microbioom nog niet meegenomen 
als interventie, dit zal in vervolg projecten gaan plaatsvinden. Daardoor is de variatie van het microbioom in 
deze pilot nog niet van belang, maar er zal in vervolgstappen rekening worden gehouden met de grote 
variatie en aantallen dieren die nodig zijn voor een statistische onderbouwing. In overleg met de IvD is het 
aantal dieren voor deze fundamentele pilotstudie opgehoogd naar 5 kuikens per tijdspunt en dit aantal geeft 
een voldoende statistische onderbouwing. 

In totaal gaat het dus om de volgende aantallen:
1 dag oud: 5 kuikens (x drie om voldoende cellen te hebben) = 15
3 dagen oud: 5 kuikens (vanaf deze leeftijd is het mogelijk om voldoende cellen te isoleren uit individuele 
dieren)
5 dagen oud: 5 kuikens
7 dagen oud: 5 kuikens
14 dagen oud: 5 kuikens
21 dagen oud: 5 kuikens

In totaal: 40 kuikens

B. De dieren

Benoem de diersoorten, herkomst, geschatte aantallen en levensstadia. Onderbouw deze keuzes.



40 eieren van vleeskuikens afkomstig van een commerciële boerderij van het ras Ross. Deze eieren worden 

getransporteerd naar de onderzoeksfaciliteiten van de faculteit diergeneeskunde. Hier worden de eieren 

bebroed tot uitkomst en na uitkomst worden de kuikens in een experimentele stal geplaatst en verzorgd tot 

de gewenste leeftijd. Per tijdspunt zullen alle 5 kuikens (dag 1: 15) worden gebruikt, er blijven geen dieren 

over. Er is geen voorkeur voor een geslacht aangezien beide geslachten in de praktijk worden gebruikt en er 

in eerdere studies geen verschillen in immuun responses zijn gemeten tussen hennen en hanen. We werken 

met het geslacht wat uitkomt uit het ei. Er is voor vleeskuikens gekozen omdat in dit project wordt 

gestreefd naar een verbetering van de huidige weerstand in vleeskuikens. De keuze voor het gebruikt van 

dit ras is gebaseerd op het feit dat deze kippen het meest in de praktijk gebruikt worden, zodoende wordt er

zo dicht mogelijk bij de praktijk situatie gebleven. Daarnaast is dit ras hetzelfde als wordt gebruikt in 

experimenten van , het bedrijf waar dit project mee samenwerkt.

Het doel van dit project is de ontwikkeling van het innate immuunsysteem in kaart te brengen in deze 

kippen. Het is interessant om de ontwikkeling in verschillende rassen te bestuderen en te vergelijken, maar 

dat valt buiten de scope van deze studie. Ook variatiefactoren als verschillende bedrijven en 

omstandigheden zijn niet relevant in deze pilotstudie.

C. Hergebruik

Is er hergebruik van dieren?

Nee, ga door met vraag D.

Ja >  Geef aan op basis van welke overwegingen hergebruik in dit geval acceptabel wordt
geacht.

Is er in het voorgaande of in het geplande gebruik sprake van (of een risico van) ernstig ongerief?

Nee

Ja > Geef aan op basis van welke overwegingen hergebruik in dit geval acceptabel wordt geacht.

D. Vervanging, vermindering en verfijning

Laat zien hoe de toepassing van methoden voor vervanging, vermindering en verfijning zijn meegewogen bij 
het bepalen van de experimentele strategie, de keuze van de dieren en de opzet van de dierproef en welk 
keuzes daarbij zijn gemaakt.

Vervanging:

  

Voor het testen van de activiteit van het immuun systeem is het noodzakelijk om cellen vers uit een dier te 

verkrijgen. Inzicht verkrijgen in immuun responsen kan deels middels computermodellen, echter voor de kip 

zijn computermodellen van immuun responsen nog niet beschikbaar. Het meten van de daadwerkelijk 

functionele activiteit dient nog steeds getest te worden met levende cellen.

Vermindering:  

Het is vooralsnog niet mogelijk aan de hand van statistische berekeningen vast te stellen hoeveel dieren 

exact gebruikt moeten worden. De benodigde aantallen zijn gebleken uit eerdere experimenten waar 3

dieren per groep een goed beeld geeft. In overleg met de IvD is dit aantal opgehoogd naar 5 dieren per 

groep. Daarnaast moeten op dag 1 drie kuikens gecombineerd worden voor een betrouwbare meting en zijn

er in totaal op dit tijdstip 15 kuikens nodig om een goed beeld te krijgen van de aanwezigheid en 

functie/activatie van cellen. Hierdoor worden er niet meer dieren dan nodig ingezet.

Verfijning:
- De vleeskuikens worden veelvuldig gecontroleerd op gezondheid en welzijn en er wordt gezorgd voor 

adequate voer- en watervoorziening en een goed klimaat. 

- Het vleeskuiken is het doeldier binnen dit project, waardoor de uitkomsten makkelijk vertaalbaar zijn

naar de uiteindelijke toepassing in de praktijk.

Geef aan welke maatregelen zijn genomen om de kans op pijn, lijden of angst bij de dieren en de kans op 

nadelige milieueffecten tot een minimum te beperken.



1. De dieren worden in groepen gehouden in een omgeving die in ieder geval aansluit bij hun 

basisbehoeften wat betreft management van klimaat, licht, strooisel, voer en watervoorziening. 

2. Het welzijn en de gezondheid van de dieren wordt elke dag gecontroleerd. Hierdoor worden eventuele 

welzijnsaantastingen snel gesignaleerd en kan snel worden ingegrepen door aanpassingen in het 

management, een passende behandeling of euthanasie.

Herhaling en duplicering

E. Herhaling

Geef aan hoe is nagegaan of deze dierproeven niet al eerder zijn uitgevoerd. Indien van toepassing geef aan 

waarom duplicatie noodzakelijk is.

Niet van toepassing.

Huisvesting en verzorging

F. Huisvesting en verzorging

Worden de dieren anders dan volgens de eisen in bijlage III van de richtlijn 2010/63/EU gehuisvest en/of 
verzorgd? 

Nee

Ja >  Geef, indien dit kan resulteren in nadelige effecten op het dierenwelzijn, aan op welke wijze de 

dieren worden gehuisvest en verzorgd en motiveer de keuze om af te wijken van de eisen in 

bovengenoemde bijlage III.

G. Plaats waar de dieren worden gehuisvest

Worden de dierproeven geheel of gedeeltelijk uitgevoerd bij een inrichting die niet onder de rechtstreekse 
verantwoordelijkheid van een instellingsvergunninghouder Wod valt?

Nee > Ga verder met vraag H.

Ja > Geef aan wat voor bedrijf of instelling dit betreft.

Waarom is hiervoor gekozen en hoe wordt een adequate huisvesting, verzorging en behandeling van de 
dieren gewaarborgd?

Ongeriefinschatting/humane eindpunten

H. Pijn en pijnbestrijding

Valt te voorzien dat er pijn kan optreden bij de dieren?

Nee > Ga verder met vraag I.

Ja > Worden in dat geval verdoving, pijnstilling en/of andere pijnverlichtingsmethoden
toegepast?

                Nee > Motiveer dan waarom geen pijnverlichtingsmethoden worden toegepast.

                              

                Ja > Geef dan aan welke pijnverlichtingsmethoden worden toegepast en op welke 
wijze wordt verzekerd dat dit op een optimale wijze gebeurt.

                              

I. Overige aantasting van het welzijn en maatregelen

Welke eventuele andere vormen van welzijnsaantasting worden voorzien?



Geen.                                     

Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn.

                                       

Beschrijf welke maatregelen worden genomen om deze schadelijke effecten te voorkomen of waar mogelijk 

te minimaliseren.

                              

J. Humane eindpunten

Valt te voorzien dat zich bij deze dierproef omstandigheden voordoen waarbij het toepassen van humane 

eindpunten geïndiceerd is om verder lijden van de dieren te voorkomen?

Nee > Ga verder met vraag K.

Ja > Geef aan welke criteria hierbij worden gehanteerd.

Wanneer wordt waargenomen dat: 

• een dier niet in staat is zelfstandig het voer en/of drinkwater tot zich te nemen; 
• een dier ernstig ziek is, ernstig verwond is of ernstige pijn vertoont; 
wordt overgegaan tot euthanasie. 

Hierbij wordt als algemeen criterium het “analogieprincipe” gehanteerd, hetgeen inhoudt dat men ervan 
uitgaat dat handelingen of toestanden die bij de mens als pijnlijk worden ervaren ook door dieren als 
pijnlijk zullen worden ervaren. Voor kippen geldt dat zij niet snel ziekte, pijn of verwondingen zullen laten 
zien. Wanneer wel verschijnselen getoond worden, moet dit als serieus tot ernstig geïnterpreteerd worden 
en worden de dieren nader bekeken. Gewichtsverlies is bij vleeskuikens niet zo’n bruikbare parameter 
omdat vanwege hun hoge groeisnelheid er al sprake kan zijn van ongerief als de dieren achterblijven in 
groei. Wanneer dieren achter lijken te blijven in gewicht worden deze dieren extra geobserveerd en wordt 
de kropvulling met regelmatige tussenpozen beoordeeld. Wanneer er niet of nauwelijks voer wordt 
opgenomen gedurende 2 opeenvolgende dagen en dit niet verbetert, wordt overgegaan tot euthanasie.

Welk percentage van de dieren loopt kans deze criteria te halen?

< 1%

K. Classificatie van ongerief

Geef aan hoe in het licht van alle hierboven beschreven negatieve effecten het cumulatief 
ongerief wordt geclassificeerd in termen van ‘terminaal’, ‘licht’, ‘matig’ of ‘ernstig’ ongerief.

Transport en binnenbrengen van de kuikens in de stal: licht ongerief
Labelen van de kuikens door middel van wingtags: licht ongerief
Doodmaken: licht ongerief

Cumulatief: licht ongerief

Einde experiment

L. Wijze van doden

Worden de dieren als onderdeel van het experiment of na afloop van het experiment gedood?

Nee

Ja > Geef aan waarom het doden van dieren als eindpunt essentieel is voor deze proef.

Voor het onderzoek zijn cellen uit organen nodig. Het is niet mogelijk deze organen te isoleren uit levende 
dieren.

Wordt er een methode(n) van doden uit bijlage IV van richtlijn 2010/63/EU toegepast?

                Nee > Beschrijf de euthanasiemethode en onderbouw de keuze hiervoor.

                             

                Ja
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A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer : 2016.II.811.030       

2. Titel van het project : Het in kaart brengen van de ontwikkeling van het innate 

                                       immuunsysteem in kippen embryo’s en jonge kuikens 

3. Titel van de NTS : Het in kaart brengen van de ontwikkeling van het innate immuunsysteem    

                                       in vleeskuikens 

 

4. Type aanvraag: 

 nieuwe aanvraag projectvergunning  

 wijziging van vergunning met nummer :       

 

5. Contactgegevens DEC 

Naam DEC  : DEC Utrecht 

Telefoonnummer contactpersoon : 088 – 75 59 247 

Emailadres contactpersoon : dec-utrecht@umcutrecht.nl 

 

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

 ontvangen door DEC: 06-01-2017 

 aanvraag compleet:       

 in vergadering besproken: 18-01-2017 

 anderszins behandeld:       

 termijnonderbreking(en) van / tot : 24-01-2017/31-01-2017 

 besluit van CCD tot verlenging van de totale adviestermijn met max. 15 werkdagen:       

 aanpassing aanvraag:       

 advies aan CCD: 06-02-2017 

 

7. De aanvraag is afgestemd met de IvD en deze is hiermee akkoord. 

 

8. Eventueel horen van aanvrager  

- Datum:       

- Plaats:       

- Aantal aanwezige DEC-leden:       

- Aanwezige (namens) aanvrager:       

- Gestelde vragen en verstrekte antwoorden: 

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

 

9. Correspondentie met de aanvrager 

- Datum vragen: 24-10-2017 

- Datum antwoord: 31-01-2017 
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- Gestelde vragen en antwoorden:  

 

Projectvoorstel 

· 3.1 Achtergrond: De DEC zou graag de samenhang met uw vorige project (Natural killer 

cells as potential biomarkers of immune system development in chickens) duidelijker 

beschreven zien, zulks om mogelijke ‘overlap’ te voorkomen. 

In het vorige project gaat het om de ontwikkeling van NK cellen in leghennen, in dit project 

gaat het om vleeskuikens. De opzet van het dierexperiment en de technieken die gebruikt 

worden om de NK cellen te meten komen overeen, maar het gaat om twee totaal 

verschillende soorten kippen die ook genetisch van elkaar verschillen. Vleeskuikens worden 

geselecteerd op maximale vleesproductie in een zo kort mogelijke tijd, leghennen op 

maximale eiproductie. Verschillende studies hebben laten zien dat het selecteren op deze 

eigenschappen ook het immuunsysteem heeft beïnvloed. Miltcellen van vleeskuikens 

bevatten minder pro-inflammatoire cytokines (Leshchinsky et al, Dev. Comp. Immunol 

2001) en delen minder na stimulatie met ConA (Koenen et al, Vet Immunol 2002). Ook 

hebben vleeskuikens meer IgM en minder IgY (Koenen et al). Mogelijke verschillen in NK cel 

frequentie en functie tussen leghennen en vleeskuikens zijn nog niet onderzocht. Vandaar 

dat de ontwikkeling van NK cellen in het vorige project niet zomaar als baseline kan dienen 

voor de ontwikkeling van NK cellen in vleeskuikens. 

 

Bijlage 1 

· B. De dieren: De herkomst van de dieren is niet helemaal duidelijk. U zegt dat de 

vleeskuikens afkomstig zijn van een commerciële boerderij, maar de DEC vraagt zich af of 

u niet bedoeld dat de eieren afkomstig zijn van een commerciële boerderij en u de eieren 

zelf laat uitbroeden in isolatoren. Indien dat correct is, dan dient dat duidelijker in de 

aanvraag vermeld te worden. 

Deze veronderstelling is correct en dit is duidelijker onder B. De dieren vermeld. 

· B. De dieren: Daarnaast gaat de DEC ervan uit dat rekening wordt gehouden met een 

uitvalspercentage van ca. 10% en er dus meer dan 40 eieren uitgebroed zullen worden. 

Wat doet u met de dieren die eventueel over zijn? 

Er is inderdaad rekening gehouden met een uitvalpercentage van 10% en dit is al 

meegerekend in het aantal eieren dat wij nodig hebben. Dit is onder A. Experimentele 

aanpak en primaire uitkomstparameters, laatste onderdeel, vermeld. Voor een betrouwbaar 

resultaat hebben we 3 kuikens nodig per tijdspunt, en dit is (op advies van IvD) opgehoogd 

naar 5 kuikens per tijdspunt. Per tijdspunt worden alle kuikens gebruikt en zullen er geen 

dieren over blijven, dit is aangevuld onder B in rood. 

 

Niet Technische Samenvatting 

· 3.1 Beschrijving doelstellingen: De informatie over de darmbacteriën is geen onderdeel 

van dit project. De DEC raadt u aan om dit uit de NTS te verwijderen.  

De eerste twee alinea’s onder 3.1 zijn verwijderd uit de NTS. 
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· 4.3 Verfijning: U spreekt hier over ‘voerinterventies’. Dit komt voor de DEC uit de lucht 

vallen omdat het nergens in het projectvoorstel wordt genoemd. Graag verhelderen en/of 

verwijderen uit de NTS. 

Met ‘voerinterventies’ wordt hier verwezen naar toekomstige experimenten, nu niet van 

toepassing. Dit is verwijderd uit de NTS.  

- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag.  

 

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

- Aard expertise:       

- Deskundigheid expert:       

- Datum verzoek:       

- Strekking van het verzoek:       

- Datum expert advies:       

- Advies expert:       

 

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling) 

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

2.  De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag. 

3.  De DEC is competent om hierover te adviseren.  

4. Er zijn geen DEC-leden betrokken bij het betreffende project.  

 

C. Beoordeling (inhoud): 

1.  De aanvraag is toetsbaar en heeft voldoende samenhang.  

 Het is bekend dat de samenstelling van het darmmicrobioom zowel in mensen als in dieren 

grote invloed heeft op allerlei fysiologische processen, waaronder de ontwikkeling van het 

aangeboren immuunsysteem. Er zijn aanwijzingen dat ook in vleeskuikens sprake is van een 

dergelijke invloed, maar fundamentele kennis op dat gebied ontbreekt nog. Er is behoefte aan 

dergelijke kennis, omdat een optimale ontwikkeling van het aangeboren immuunsysteem 

bijdraagt aan optimaal presterende koppels vleeskuikens in termen van gezondheid, welzijn en 

efficiënte groei. Wanneer bekend is hoe de ontwikkeling van het aangeboren immuunsysteem in 

vleeskuikens verloopt, en ook hoe deze beïnvloed wordt door het darmmicrobioom, dan kan 

men mogelijk in de toekomst met behulp van voederinterventies een optimale ontwikkeling van 

het aangeboren immuunsysteem in vleeskuikens ondersteunen. De eerste stap die nodig is om 

de effectiviteit van dergelijke voederinterventies te kunnen onderzoeken – het in kaart brengen 

van de ontwikkeling van het aangeboren immuunsysteem in vleeskuikens – is het doel van de 

voorliggende projectaanvraag. 

 

2.  Voor zover de DEC bekend, is er geen mogelijk tegenstrijdige wetgeving die het uitvoeren van 

de proef in de weg zou kunnen staan. 

 

3.  De in de aanvraag aangekruiste doelcategorie sluit aan bij de hoofddoelstelling. 
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Belangen en waarden 

4. Het directe doel van het project is het in kaart brengen van het aangeboren immuunsysteem 

van vleeskuikens. Het uiteindelijke doel van het project is het vinden van aanknopingspunten 

voor de toekomstige ontwikkeling van voederinterventies, die de samenstelling van het 

darmmicrobioom zodanig kunnen beïnvloeden, dat het aangeboren immuunsysteem van 

vleeskuikens optimaal tot ontwikkeling komt. Voordat de werkzaamheid van dergelijke 

voederinterventies onderzocht kan worden is het noodzakelijk dat in eerste instantie de 

ontwikkeling van het aangeboren immuunsysteem van vleeskuikens in detail onderzocht wordt 

(het doel van deze projectaanvraag), en in tweede instantie de interacties tussen het 

darmmicrobioom en het aangeboren immuunsysteem (het doel van een andere 

projectaanvraag). De DEC is daarom van mening dat er in voldoende mate een relatie is tussen 

het directe doel en het uiteindelijke doel.  

 

5.  De belangrijkste belanghebbenden in dit onderzoeksproject zijn: de proefdieren en het 

onderzoeksveld, en op de lange termijn de doelgroep (de pluimveehouderij) en de 

diervoederindustrie. De morele waarden die voor de proefdieren in het geding zijn: welzijn 

(stress) en rechtvaardigheid (intrinsieke waarde en integriteit). De morele waarden die voor de 

doelgroep worden bevorderd zijn: welzijn en rechtvaardigheid (beschikbaarheid van effectieve 

voederinterventies). De morele waarden die voor het onderzoeksveld en de diervoederindustrie 

worden bevorderd zijn: welzijn (wetenschappelijke en commerciële ontwikkelingen). 

 

6. Er is geen sprake van substantiële milieueffecten. 

 

Proefopzet en haalbaarheid 

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

voldoende gewaarborgd en dragen eraan bij dat de doelstellingen behaald kunnen worden, dat 

aan de 3V-beginselen voldaan kan worden en dat voorkomen kan worden dat mens, dier en 

milieu negatieve effecten ondervinden als gevolg van de dierproeven. De onderzoeksgroep 

heeft veel ervaring met immunologisch onderzoek in kippen en met de uit te voeren 

experimentele handelingen. De DEC is van mening dat het projectvoorstel aansluit bij recente 

inzichten en dat het geen belangrijke hiaten bevat die de bruikbaarheid van de resultaten 

beperken. Gezien het feit dat dit projectvoorstel onderdeel is van een groter NWO-project zou 

het haalbaar moeten zijn dat de resultaten van dit project op termijn leiden tot de ontwikkeling 

van eerdergenoemde voederinterventies voor vleeskuikens. 

 

8.  Het project is goed opgezet, de voorgestelde experimentele opzet en uitkomstparameters 

sluiten logisch en helder aan bij de aangegeven doelstellingen en de gekozen strategie en 

experimentele aanpak kan leiden tot het behalen van de doelstelling binnen het kader van het 

project. De ontwikkeling van het aangeboren immuunsysteem wordt in de darm en 

immuungerelateerde organen zoals milt, lever en beenmerg onderzocht. Daartoe worden 

embryo’s en jonge kuikens op verschillende tijdstippen geëuthanaseerd en relevante weefsels 
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en organen uit de dieren geïsoleerd. Vervolgens wordt de hoeveelheid, functie en activiteit van 

dendritische cellen (DC) en verschillende subtypen ‘natural killer’ cellen (NK cellen) in de 

geïsoleerde weefsels en organen in kaart gebracht. 

 

Welzijn dieren 

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

omstandigheden of behandeling van de dieren: 

 Bedreigde diersoort(en) (10e lid 4) 

 Niet-menselijke primaten (10e) 

 Dieren in/uit het wild (10f) 

 Niet gefokt voor dierproeven (11, bijlage I EU richtlijn) 

 Zwerfdieren (10h) 

 Hergebruik (1e lid 2) 

 Locatie: buiten instelling vergunninghouder (10g) 

 Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13) 

 Dodingsmethode niet volgens bijlage IV EU richtlijn (13c lid 3) 

De keuze hiervoor is voldoende wetenschappelijk onderbouwd en de aanvrager voldoet aan de 

in de Wet op de dierproeven, voor de desbetreffende categorie, genoemde beperkende 

voorwaarden. Het doeldier van de op termijn te ontwikkelen voederinterventies is het 

vleeskuiken. Het spreekt voor zich dat het voorbereidende fundamenteel wetenschappelijke 

onderzoek in dezelfde diersoort uitgevoerd wordt. Eieren worden aangekocht van een 

commerciële broederij en binnen de onderzoeksfaciliteit uitgebroed. 

 

10.  De dieren worden gehuisvest en verzorgd op een wijze die voldoet aan de eisen die zijn 

opgenomen in bijlage III van de EU richtlijn. 

 

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

geclassificeerd. Voor alle dieren geldt dat zij licht ongerief zullen ervaren als gevolg van het 

verplaatsen naar de stal nadat de vleeskuikens uit het ei zijn gekomen, van het aanbrengen van 

de wingtags en van de euthanasie. 

 

12.  De integriteit van de dieren wordt fysiek aangetast. De dieren worden gedood om organen, 

weefsels en cellen te kunnen isoleren. 

 

13.  De humane eindpunten zijn in de bijlage dierproeven goed gedefinieerd en het percentage 

dieren dat naar verwachting een humaan eindpunt bereikt is goed ingeschat. Men houdt er 

rekening mee dat minder dan 1% van de dieren uitvalt om redenen die niet gerelateerd zijn aan 

de dierproef. 
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3V’s 

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

vervangingsalternatieven zijn. Om de ontwikkeling van het aangeboren immuunsysteem in kaart 

te kunnen brengen is het vooralsnog noodzakelijk om de te onderzoeken cellen rechtstreeks uit 

een dier te isoleren en ex vivo te onderzoeken. Computermodellen die interacties tussen cellen, 

weefsels en organen kunnen voorspellen zijn nog niet beschikbaar voor de kip. De 

fundamentele kennis die daarvoor nodig is is nog niet beschikbaar, en wordt juist met behulp 

van het voorliggende project vergaard. 

 

15.  Het aantal te gebruiken dieren is realistisch ingeschat en er is een heldere strategie om ervoor te 

zorgen dat tijdens het project met zo min mogelijk dieren wordt gewerkt waarmee een 

betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. De berekening van het benodigde aantal dieren is 

gebaseerd op ervaringen met eerder uitgevoerde experimenten. Deze hebben uitgewezen dat 

met 3 dieren per groep een betrouwbare analyse uitgevoerd kan worden met betrekking tot de 

hoeveelheid, functie en activiteit van cellen. Op advies van de IvD is dit aantal verhoogd naar 5 

dieren per groep, zodat men voldoende dieren per groep overhoudt wanneer sprake is van – 

niet aan de dierproef gerelateerde – uitval. Voor de kuikens die één dag oud zijn zijn meer 

dieren per groep nodig, omdat de celopbrengst uit kuikens van deze leeftijd dusdanig laag is 

dat men niet kan volstaan met 5 dieren per groep. Om betrouwbare resultaten te kunnen 

behalen moeten cellen van 3 kuikens gecombineerd worden en zijn in totaal voor deze 

leeftijdscategorie drie keer zoveel (dus 3x5=15) dieren nodig. 

 

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

is zodanig opgezet dat de dierproeven zo humaan mogelijk kunnen worden uitgevoerd. 

 

17.  Er is geen sprake van wettelijk vereist onderzoek.  

 

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 

18.  Dieren van beide geslachten zullen in gelijke mate worden ingezet.  

 

19.  De dieren worden in het kader van het project gedood, omdat de doelstellingen van het project 

alleen behaald kunnen worden door verschillende organen, weefsels en cellen rechtstreeks uit 

embryo’s en kuikens te isoleren. De dieren worden volgens een passende en in bijlage IV van de 

EU richtlijn genoemde methode gedood. 

 

20.  Omdat in het projectvoorstel kippen worden aangevraagd is de vraag over 

herplaatsing/hergebruik niet van toepassing.  
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NTS 

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

geformuleerd. 

 

D. Ethische afweging 

1.  De centrale morele vraag luidt: rechtvaardigt het belang van het voorliggende project, dat tot 

doel heeft de ontwikkeling van het aangeboren immuunsysteem van vleeskuikens in kaart te 

brengen, de onvermijdelijke aantasting van het welzijn en de integriteit van de proefdieren? 

  

2. In het voorliggende project wordt het welzijn en de integriteit van jonge vleeskuikens aangetast, 

wat gepaard gaat met licht ongerief. Daar staat tegenover dat van dit project verwacht mag 

worden dat het fundamentele kennis oplevert over de ontwikkeling van het aangeboren 

immuunsysteem van vleeskuikens. De DEC kent daar veel gewicht aan toe. Op de korte termijn 

kan met behulp van deze kennis daarop voortbordurend fundamenteel wetenschappelijk 

onderzoek uitgevoerd worden, gericht op de interactie tussen het darmmicrobioom en het 

aangeboren immuunsysteem van het vleeskuiken. Op de langere termijn kan het voorliggende 

project van belang zijn voor de pluimveehouderij, omdat met behulp van deze kennis mogelijk 

voederinterventies ontwikkeld kunnen worden die een optimale ontwikkeling van 

vleeskuikenkoppels ondersteunen. Niet alleen de dieren en directe betrokkenen binnen de 

pluimveehouderij zouden daar baat bij hebben, ook de samenleving. Jonge vleeskuikens met 

een goed functionerend aangeboren immuunsysteem zijn namelijk minder vatbaar voor 

infecties. Dat draagt op zijn beurt bij aan een duurzame pluimveehouderij – in termen van 

gezondheid, welzijn en efficiënt grondstoffengebruik, en ook in termen van antibioticumgebruik. 

Een gezondere veestapel maakt gereduceerd antibioticumgebruik mogelijk en verkleint zo de 

kans op overdracht van antibioticumresistentie naar mensen. Daarnaast wordt ook de kans op 

overdracht van ziekteverwekkers die bij de mens tot voedselinfecties kunnen leiden 

gereduceerd. 

Het is aannemelijk dat deze fundamentele – en op termijn ook de toegepaste – doelstellingen 

behaald zullen worden. Daarvoor is de inzet van proefdieren noodzakelijk, maar de 

onderzoekers doen al het mogelijke om het ongerief voor de dieren en het aantal dieren tot een 

minimum te beperken. Dat het voor de individuele onderzoeker van belang kan zijn om 

aansprekende onderzoeksresultaten te boeken is juist, maar speelde voor de DEC bij het maken 

van de ethische afweging geen rol van betekenis. Net zomin als het feit dat het voor de 

diervoederindustrie van belang kan zijn om eerdergenoemde voederinterventies te kunnen 

ontwikkelen.  

 

3. Op grond van het bovenstaande is de DEC van oordeel dat het in kaart brengen van het 

aangeboren immuunsysteem van vleeskuikens een reëel belang vertegenwoordigt en dat dit 

reële belang opweegt tegen de aantasting van het welzijn en de integriteit van de proefdieren. 

Het gebruik van de proefdieren zoals beschreven in de aanvraag is daarmee gerechtvaardigd. 
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E. Advies 

1.  Advies aan de CCD 

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen.  

 

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen onder de volgende voorwaarden. 

 

 De DEC adviseert de vergunning niet te verlenen vanwege: 

  

2.  Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus. 

 

3.  Er zijn geen knelpunten/dilemma’s naar voren gekomen tijdens het beoordelen van de aanvraag 

en het opstellen van het advies. 
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Inventaris Wob-verzoek W17-08

wordt verstrekt weigeringsgronden

nr. document NTS 2017865 reeds openbaar niet geheel deels 10.1.c 10.2.e 10.2.g 11.1

� Origineel aanvraagformulier x x x

� NTS  x

� Projectvoorstel x x x x

� Bijlage 1 x x x x

� Bijlage 2 x x x x

� Bijlage 3 x x x x

� Bijlage 4 x x x x

� Ontvangstbevestiging en factuur x x x

	 DEC advies x x x x

�
 Verzoek om aanvullende informatie x x x

�� Antwoord op verzoek om aanvullende informatie x x x x

�� Advies CCD x x

�� Beschikking en vergunning x x x



1.







3.













•

•

•

•

•

•

•

•

•















•

•

•

•

•

•

•



•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•



•

•

•





•

•



4.





•

•

•

•





•

•

•

•

•

•

•

•













5.







•

•

•

•

•

•

•

•

•





•

•

•

•

•

•













6.







•

•

•

•

•

•

•

•

•



•

•

•





•

•

•

•

•



•

•

•













7.











•

•

•

•

•

•

•



•

•

•

•

•

•

•

•

•

•





•

•

•

•

•

•













8.













1 

 

 

DEC-advies  

A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer: 2015-0125 

2. Titel van het project: Myelination in schizophrenia: mechanisms and therapeutics 

3. Titel van de NTS: Myelinatieveranderingen in schizofrenie: mechanismen en behandelingen 

 

4. Type aanvraag: 

 nieuwe aanvraag projectvergunning 

 wijziging van vergunning met nummer 

 

5. Contactgegevens DEC: 

- naam DEC:  RUDEC 

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

 donderdag van 9:00 tot 15:00 uur 

- e-mailadres contactpersoon:   

-  

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

 ontvangen door DEC: 07-10-2016 

 aanvraag compleet 

 in vergadering besproken: 01-11-2016, 06-12-2016 en 10-01-2017 

 anderszins behandeld 

 termijnonderbreking(en) van 08-11-2016 tot 23-11-2016 en van 14-12-2016 tot 20-12-2016 

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

 aanpassing aanvraag: 23-11-2016 en 20-12-2016 

 advies aan CCD: 09-02-2017 

 

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

uitvoering van het project binnen deze instelling. 

 

8. Eventueel horen van aanvrager: 

- Datum 

- Plaats 

- Aantal aanwezige DEC-leden 

- Aanwezige (namens) aanvrager 

- Gestelde vraag / vragen 

- Verstrekt(e) antwoord(en) 

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

 

9. Correspondentie met de aanvrager 

- Datum: 08-11-2016 

- Datum antwoorden: 23-11-2016 

- Gestelde vragen en antwoorden: 

Project Proposal:  

-3.1 De  rat is één van de diermodellen voor schizofrenie. De uitgebreide 

moleculaire, cellulaire en structurele karakterisering van de prefrontale cortex van deze 

dieren (DAP1) zal uitwijzen of deze dieren een afwijking in myelinisatie van de prefrontale 

cortex hebben (ten opzichte van normale Wistar ratten) die vergelijkbaar is met de 

afwijkingen die in schizofrenie patiënten worden gezien. De commissie is van mening dat zich 

hier een belangrijk beslismoment bevindt. Indien de afwijkingen in myelinisatie van de 

9.
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prefrontale cortex niet overeenkomen met de afwijkingen die in schizofreniepatiënten 

worden gevonden, dan is er geen grond voor verder onderzoek met deze dieren in dit kader. 

Zij zou graag eerst de resultaten van de volledige karakterisering van de  ratten, die 

aanmerkelijk verder gaat dan het beschreven vooronderzoek, willen zien alvorens zij een 

ethische afweging kan maken voor het onderzoek dat is beschreven in de overige DAPs. De 

DEC verzoekt u dan ook de aanvraag te beperken tot de karakterisatie experimenten 

beschreven in DAP-1 om de bruikbaarheid van het diermodel voor het beschreven onderzoek 

te bevestigen. 

Antwoord: Het is inderdaad logisch eerst een volledige karakterisatie van de schizofrenie (SZ) 

gerelateerde myeline afwijkingen in de prefrontale cortex (PFC) te laten zien, alvorens een 

aanvraag voor interventies te doen. Echter, zoals beschreven in de achtergrond van onze 

projectaanvraag hebben wij reeds veel data verzameld in  ratten versus  

ratten. Het  rattenmodel is afgeleid van de  Wistar rat. Deze 

lijn van Wistar ratten is selectief gefokt zodat een deel van de ratten SZ-achtig gedrag laat 

zien (de  lijn), en een deel van de ratten dit niet laat zien (de  lijn). We 

zijn nu bij de 41ste generatie van deze rattenlijnen. De  lijn is gefokt op dezelfde 

manier als de  lijn en is daarom altijd in dezelfde omgeving blootgesteld aan 

dezelfde handelingen. Daarbij is de  rat het fenotypische tegenbeeld van de 

 rat. Je verliest een deel van variatie in de populatie door dieren selectief te fokken. De 

 ratten zijn zo gekozen dat ze de tegenpool van de  zijn in SZ 

gedragstesten zoals de prepulse inhibitie test, de open veld test en in apomorphine 

geïnduceerd knaaggedrag (Ellenbroek & Cools, 2002; Ellenbroek, Geyer, & Cools, 1995). Het is 

niet mogelijk om een directe vergelijking tussen  ratten en Wistar ratten te 

maken. De  Wistar rat, waar de  rat van is afgeleid bestaat namelijk niet 

meer. We zouden dus een ander soort Wistar rat moeten aanschaffen die in genetische 

achtergrond erg verschilt van de  rat. Daarom is de een betere controle 

voor de  rat dan de Wistar rat. In recente literatuur (die peer review heeft ondergaan 

voor publicatie) kunt u ook terug vinden dat als controle voor de rat de  

rat wordt gebruikt, en niet de Wistar rat (  

 

Ten tweede wordt gevraagd naar het wel of niet bestaan van een myeline defect in de 

 rat dat vergelijkbaar is met het myeline defect in de PFC van SZ patienten. Hierbij 

verwijzen wij naar de aanvraag:  
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Figuur 2.  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 Daarom is het nu van belang te onderzoeken wat het 

effect van interventies op de myeline niveaus in de PFC en op het gedrag van  ratten 

is. Dit onderzoek zou gevolgen kunnen hebben voor nieuwe behandelingsstrategieën in SZ, 

juist omdat het ziekte beeld in de PFC van patiënten zo goed over overeenkomt met wat wij 

zien in ons model. DAP1 is slechts bedoeld als aanvullend onderzoek naar de mechanismen 

die ten grondslag liggen aan de myelinatie defecten. Om deze redenen zouden wij graag onze 

DEC indienen met alle 4 de DAPs. 

 

-3.2 Er wordt een aantal argumenten aangedragen waaruit de haalbaarheid van het project 

zou moeten blijken. De commissie adviseert enkele key publcations te noemen die deze 

argumenten ondersteunen. 

Antwoord: Publicaties zijn toegevoegd aan de tekst onder 3.2 in de projectaanvraag. 

 

-3.4.1 De karakterisatie van niveau 1 is al erg omvangrijk: uit de beschrijving van DADP1 blijkt 

dat er 9 primaire uitkomstparameters onderzocht zullen worden om de myelinisatie van de 

prefrontale cortex te karakteriseren. De commissie vermoedt dat deze uitgebreide 

karakterisatie, nog exclusief de gedragstesten, al enkele jaren in beslag zal nemen. Zij vraagt 

zich daarom af of al het in deze projectaanvraag beschreven onderzoek wel in 5 jaar 

uitgevoerd kan worden. 

Antwoord: De meeste technieken die wij noemen in DAP1 zijn al opgezet in ons lab of doen 

wij in samenwerking met andere laboratoria waar de expertise en materialen aanwezig zijn 

om de technieken uit te voeren. Bijvoorbeeld, de mRNA- en eiwitexpressie van myeline-

gerelateerde componenten worden routinematig uitgevoerd in ons lab. Dit geldt ook voor de 

. Deze zijn 

opgezet en uitvoerbaar op korte termijn. De  worden gedaan in 

samenwerking met de groep van  

 Zij hebben de expertise en zullen deze experimenten voor ons uitvoeren. Daarbij 

hebben wij een directe samenwerking met het lab van  

. Zijn groep is gespecialiseerd in electronen 

microscopie voor de visualisatie van myeline en in electrofysiologie van OPCs. Met behulp van 

de expertise die aanwezig is in ons lab en de samenwerking met andere specialisten zijn de 

experimenten beschreven in DAP1 realistisch en haalbaar binnen de voorgestelde termijn. Om 

het aantal dieren te verminderen en de haalbaarheid te verbeteren is de groep ‘metabolic 

state’ weggelaten. 
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Description of Animal Procedures: 

*DAP1 

-A1: Wordt de prefrontale cortex als geheel onderzocht, of wordt de myelinisatie van de 

verschillende lagen apart geanalyseerd? 

Antwoord: De myelinatie van de cortex zal in zijn geheel worden onderzocht, omdat er geen 

aanwijzingen zijn dat myeline veranderingen in SZ verschillen per corticale laag. 

 

-B: Er is een gebrek aan inzicht in sexeverschillen betreffende de mechanismen die ten 

grondslag liggen aan schizofrenie. Wat wordt precies bedoeld met deze mededeling? 

Waarom willen de onderzoekers dan alle uitkomstparameters voor myelinisatie in beide 

sexen onderzoeken? 

Antwoord: De componenten van SZ die wij onderzoeken zijn myeline en cognitie en het 

verband daartussen. Het is bekend dat in SZ cognitieve symptomen ernstiger naar voren 

komen in mannen ten op zichte van vrouwen (Kao et al., 2013; Leger & Neill, 2016). Daarom 

zou het mixen van de sexen onze kans verkleinen de cognitieve symptomen te ontdekken. 

Daarbij zijn er aanwijzingen dat er een man-vrouw  verschil is in mRNA expressie in de PFC 

van SZ patiënten (Qin, Liu, Sodhi, & Lu, 2016). In diermodellen voor SZ wordt ook een verschil 

in het aantal gemyelineerde axonen gevonden tussen mannen en vrouwen en de hoeveelheid 

demyelinatie in een demyelinatie model wordt ook beinvloed door sexe (Valeiras, Rosato Siri, 

Codagnone, Reines, & Pasquini, 2014; Wischhof, Irrsack, Osorio, & Koch, 2015).  

 

 

 

 

Figuur 3. 

 

 

 

 

Daarom zou het mixen van de sexen bij het kijken naar myeline en oligodendrocieten ertoe 

kunnen leiden dat wij een kleinere kans hebben een verschil te laten zien tussen sexen. 

 

-B: Uit de tekst blijkt dat de onderzoekers dieren in het embryonale stadium willen 

gebruiken. De commissie mist een beschrijving van de myelinisatie van embryonale hersenen 

en de verschillen daarin die de onderzoekers verwachten tussen  ratten en normale 

embryo’s. Moeten de moederdieren niet ook meegeteld worden in de aanvraag? 

Antwoord: Wij willen niet kijken naar de myelinatie van embryonale hersenen. Voor de 

techniek  die wij beschrijven in DAP1 zijn embryonale cellen nodig. Deze 

cellen zullen in cultuur gebracht worden om naar de  

. 
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-B: De benodigde groepsgrootte is geschat op basis van eerder werk en wordt op 15 gesteld 

voor elk van de te onderzoeken parameters. De commissie verzoekt de onderzoekers voor 

elk van de uitkomstparameters aan te geven hoe deze n=15 tot stand is gekomen, eventueel 

met verwijzing naar eerder gepubliceerd werk. Een dergelijke groepsgrootte lijkt voor een 

aantal uitkomstmaten (zoals bijv. imaging, EM) vrij excessief. 

Antwoord: Voor  heeft onze groep n=12-15 gebruikt 

( ). Daarbij is de groepsgrootte bij geschat op n=13-18 in 

eerdere experimenten waarin verschillen werden gevonden  (  

). Voor  verminderen wij het aantal naar n=6. 

Voor immunohistochemie is een n van 10 minimale groeps grootte en daarom verminderen 

wij deze experimenten naar n=10 zoals in eerdere publicaties van onze groep (  

). Hetzelfde geldt voor de  experimenten. De 

experimenten waarin wij naar de  status van het weefsel kijken is een hoge n nodig 

om verschillen in bepaalde/specifieke  te kunnen onderscheiden en multiple testing 

correcties te kunnen toepassen. Zodanig houden wij n=15 per groep aan voor deze 

experimenten. Voor electrofysiologie in  ratten is n=4-6 gebruikt, 

daarom verminderen wij de groepen voor  naar n=6 per groep 

( . 

 

Niet-technische samenvatting: 

Het taalgebruik is af en toe wel erg gepopulariseerd (‘vettig goedje’, ‘leuke activiteit’). De 

commissie verzoekt u dit anders te formuleren. 

Antwoord: Het taalgebruik is nu aangepast. 

 

De onderzoekers worden verzocht te checken of de beantwoording van bovenstaande 

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

Antwoord: Verdere veranderingen zijn aangebracht in de aantallen beschreven in de NTS. 
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Project Proposal: 

De commissie heeft de onderzoekers gevraagd om te laten zien dat myelinisatie van de 

prefrontale cortex van  ratten afwijkt van de myelinisatie van dit hersengebied in 

normale Wistar ratten. De onderzoekers antwoorden dat de  rat een betere 

controle is dan de gewone Wistar rat omdat de  Wistar rat (waaruit de  rat 

is ontstaan) niet meer bestaat. Het verbaast de commissie dan ook dat de onderzoekers toch 

van plan zijn om alle experimenten niet alleen in  en  ratten maar ook in 

Wistar ratten (welke eigen fok bedoelen de onderzoekers?) uit te voeren. Dit ofschoon daar 

volgens hen dan geen duidelijke rationale voor zou bestaan. Volgens de commissie is de 

Wistar rat echter zeker zo'n goede controle als de  rat, want als er een (causaal) 

verband bestaat tussen het myeline defect en schizofreen gedrag dan zal ook deze rat geen 

myeline defect vertonen. De commissie vindt deze dubbele controle dan ook zo zinvol dat ze 

bij haar verzoek blijft om de aanvraag in eerste instantie te beperken tot DAP1.  

De commissie acht de uitkomsten van DAP1 noodzakelijk om een ethische afweging te 

kunnen maken over de vervolgexperimenten. 

Antwoord: De commissie vraagt ons de aanvraag te beperken tot DAP1 en eerst eenzelfde 

verschil in myelinatie te laten zien tussen  en Wistar ratten als al is geobserveerd in 

 ratten. Wij zijn inderdaad van mening dat de  rat een 

betere controle is dan de Wistar rat in experimenten waarin de rat wordt gebruikt; 

al 30 jaar is de combinatie steeds geweest met als controle . Het ligt 

daarom niet direct voor de hand om Wistar ratten mee te nemen in dit onderzoek. De initiële 

rationale voor het meenemen van Wistar ratten in deze aanvraag was da , hoewel 
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onwaarschijnlijk gezien de in het verleden gepubliceerde artikelen over  

het mogelijk is dat als wij een artikel indienen voor publicatie, reviewers vragen naar de 

myelinatie status van Wistar ratten. Door het includeren van Wistar ratten in deze aanvraag 

zouden wij gemakkelijk dit soort experimenten kunnen toevoegen, mocht dit nodig zijn. 

Echter, zoals wij eerder al hebben aangegeven, is vanuit wetenschappelijk oogpunt de 

 rat een betere controle voor de rat dan de Wistar rat (zie ook beneden). Er is 

dan ook geen directe noodzaak en rationale voor het meenemen van Wistar ratten in deze 

aanvraag; daarom hebben wij er nu voor gekozen deze weg te laten. 

 

De ratten zijn een betere controle voor de  ratten dan Wistar ratten 

omdat: 

1. De  Wistar rat, waarvan de  lijnen zijn afgeleid, niet meer 

bestaat.  

2. Wij houden tijdens onze fok van de lijnen de genetische- en 

omgevingsfactoren altijd gelijk binnen onze populaties. Deze factoren zijn in Wistar ratten 

echter niet gelijk. Bovendien, in oudere maar ook in recente literatuur (die peer review heeft 

ondergaan voor publicatie) kunt u terug vinden dat als controle voor de  rat de 

 rat wordt gebruikt, en niet de Wistar rat (Selten et al., 2016; van Vugt et al., 2014).  

Het is ook belangrijk om te noemen dat omgevingsfactoren een grote invloed hebben op de 

myelinatie van het brein, en dat bij het vergelijken van de myelinatie tussen verschillende 

dieren de omgevingsfactoren zoveel mogelijk gelijk gehouden moeten worden (Liu et al., 

2012; Makinodan, Rosen, Ito, & Corfas, 2012). 

 

3. Wij zouden Wistar ratten moeten bestellen bij een bedrijf, en dan zullen deze dieren dus 

transport/omgevingsstress ervaren die ratten niet ervaren. Dit soort ervaringen 

hebben invloed op de myelinatie van het brein en zal dus een belangrijke confounder zijn in 

het onderzoek (Tomlinson, Leiton, & Colognato, 2016).  

 

Daarnaast wijzen wij graag op het feit dat het doen van de experimenten met 

 en Wistar ratten ertoe zou leiden dat wij nieuwe groepen ratten moeten offeren. Om 

op moleculair/cellulair niveau dieren te kunnen vergelijken moeten zij in dezelfde omgeving 

op hetzelfde tijdstip geofferd worden. Dat betekent dus dat wij opnieuw 

 ratten moeten offeren om dezelfde experimenten mee uit te voeren die wij al hebben 

gedaan met de . Dit beteken  het gebruik van veel extra 

dieren, terwijl dit, wetenschappelijk gezien, niet absoluut noodzakelijk is. 

 

Als laatste zouden wij graag willen noemen dat het doel van deze aanvraag is het uitvoeren 

van onderzoek naar nieuwe behandelingsstrategieën voor het myelinedefect in schizofrenie. 

Wij hebben reeds veel data verzameld over het in onze  ratten versus 

 ratten. Figuur 1 laat zien dat  

 

 

 

 

 

 

 

 De verschillen die wij observeren zijn 

direct vergelijkbaar met de verschillen die zijn gevonden in post-mortem breinweefsel van 

schizofreniepatienten versus controles:  
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Figuur 1.  
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Figuur 2.  

 

 

Onze uitgebreide karakterisatie van het  in de  rat die zo goed 

overeenkomt met wat er wordt gevonden in schizofreniepatiënten heeft ertoe geleid dat wij 

deze DEC aanvraag hebben geschreven. De volgende stap in dit onderzoek is namelijk het 

ontwikkelen van een behandelingsstrategie om het myeline-defect te kunnen verhelpen, 

zodat in de toekomst nieuwe therapieën voor schizofreniepatiënten ontwikkeld kunnen 

worden. 

 

Wij passen de aanvraag als volgt aan met het doel alleen dieren te gebruiken die absoluut 

noodzakelijk zijn en een zo hoog mogelijke wetenschappelijk belang te bereiken: 

 

 

o  Wistar ratten worden in de gehele aanvraag achterwege gelaten. 

o  DAP1 omvat alleen experimenten die wij nog niet in  hebben  

     uitgevoerd en die ons iets kunnen vertellen over de mechanistische achtergrond van het 

     myelinedefect. 

o  DAP2 omvat een batterij aan gedragsexperimenten waarin wij PFC-afhankelijk gedrag 
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     testen. Op deze manier kunnen wij het myelinedefect koppelen aan een gedragsdefect. 

o  DAP3 omvat farmacologische interventies: hier proberen wij met   

     . GO/NO GO punt:  

     eventueel herhalen wij na interventie de gedragstest uit DAP2 die het grootste verschil  

     laat zien, echter alleen als er een verschil geobserveerd is in DAP2. 

o  DAP4 omvat gedragsinterventies: hier proberen wij het  

    . GO/NO GO punt: eventueel herhalen wij  

    na interventie de gedragstest uit DAP2 die het grootste verschil laat zien, echter alleen als  

    er een verschil geobserveerd is in DAP2. 

 

Description of Animal Procedures: 

-De myelinisatiegraad verschilt per corticale laag. Uit de antwoorden van de onderzoekers 

blijkt dat zij de myelinisatie van alle lagen samen zullen analyseren, omdat er geen 

aanwijzingen zijn dat de veranderingen in myeline verschillen per laag. Zijn er dan wel 

aanwijzingen dat deze veranderingen hetzelfde zijn in alle lagen? Wanneer deze verschillen 

er in de praktijk toch blijken te zijn (ondanks dat er nog geen aanwijzingen voor zijn), dan 

zouden deze onopgemerkt kunnen blijven omdat alle lagen tezamen worden geanalyseerd. 

Antwoord: Wij zullen de myeline in de corticale lagen apart analyseren om zo zeker te weten 

dat er geen verschillen onopgemerkt blijven. 

 

-De onderzoekers geven aan dat de gezochte veranderingen in myelinisatie en gedrag 

waarschijnlijk sterker zullen zijn in mannelijke ratten. De commissie verzoekt u het onderzoek 

met alleen mannelijke dieren uit te voeren indien u geen gebruik wilt maken van gemengde 

groepen. Het feit dat er vrouwelijke dieren voorhanden zijn is geen goed argument om er 

proeven mee te doen, omdat het ongerief voor deze dieren toeneemt wanneer zij aan het 

experiment worden toegevoegd. 

Antwoord: Wij zijn het met de commissie eens en zullen het onderzoek alleen in mannelijke 

ratten uitvoeren. 

 

  

Niet-technische samenvatting:  

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

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

Antwoord: De NTS is aangepast. 
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- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag  

 

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

- Aard expertise 

- Deskundigheid expert 

- Datum verzoek 

- Strekking van het verzoek 

- Datum expert advies 

- Advies expert 

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling) 

 

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

2. De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag 

3. De DEC is competent om hierover te adviseren. 

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

onpartijdigheid zijn gewaarborgd. 

C. Beoordeling (inhoud) 

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

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

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

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

doelstellingen en bijlagen dierproeven, als tussen de doelstellingen, beschreven op basis van 

welke criteria zij zal besluiten het project wel of niet te continueren. Uit bovenstaande 

correspondentie met de aanvrager blijkt dat dit uitgebreid getoetst is. De DEC is er daardoor van 

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

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

 

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

experimenten in de weg zou kunnen staan.  

 

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

Belangen en waarden 
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4. Het directe doel van het project is het gedetailleerd in kaart brengen van de  

 

 

 Het uiteindelijke doel is de ontwikkeling van therapieën die de cognitieve 

problemen (op het gebied van executief functioneren, leren, geheugen en besluitvorming) van 

schizofrenie patiënten verminderen. Het vermoeden bestaat dat de afname van witte stof in 

bepaalde hersengebieden van schizofrenie patiënten de cognitieve symptomen van deze ziekte 

veroorzaakt. Deze hypothese wordt door de aanvrager onderzocht op moleculair, cellulair en 

gedragsmatig niveau in een specifiek ratmodel voor deze ziekte. De resultaten van dit onderzoek 

kunnen leiden tot nieuwe therapie-mogelijkheden voor mensen met schizofrenie waardoor hun 

problemen op cognitief gebied zouden kunnen afnemen. De DEC is daarom van mening dat er 

binnen dit project een directe relatie is tussen het doel van deze projectaanvraag en het 

uiteindelijke doel. Bovendien is de DEC van mening dat het doel van deze projectaanvraag 

gerechtvaardigd is binnen de context van het onderzoeksveld. 

 

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

en de doelgroep/patiënten. 

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

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

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

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

Voor de onderzoekers geldt dat het publiceren van belangrijke nieuwe wetenschappelijke 

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

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

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

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

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

(gezondheid, kennis). 

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

hun geestelijke gezondheid en kwaliteit van leven. Gerichte behandeling op basis van 

mechanistisch inzicht kan bijdragen aan een betere diagnostiek en behandeling met minder 

bijwerkingen. Dit kan er toe leiden dat de patiënt weer gezond wordt, dan wel een betere 

kwaliteit van leven heeft. Kunnen beschikken over adequate behandelingen voor ernstige 

ziekten, zoals schizofrenie, is van groot belang voor de samenleving. 

6. Er is geen sprake van belangwekkende milieueffecten. 

 

Proefopzet en haalbaarheid 

 

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

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

aanvrager, zoals blijkt uit de in de aanvraag vermelde publicaties van deze onderzoeksgroep. De 

aanvragers beschikken over voldoende kennis en kunde om te kunnen voldoen aan alle 

zorgvuldigheidseisen omtrent het verrichten van dierproeven.  

 

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

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

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

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

behalen van de doelstelling binnen het kader van het project.  

 



13 

 

 

Welzijn dieren 

 

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

omstandigheden of behandeling van de dieren: 

 Bedreigde diersoort(en) (10e lid 4) 

 Niet-menselijke primaten (10e) 

 Dieren in/uit het wild (10f) 

 Niet gefokt voor dierproeven (11, bijlage I richtlijn) 

 Zwerfdieren (10h) 

 Hergebruik (1e lid 2) 

 Locatie: buiten instelling vergunninghouder (10g) 

 Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13) 

 Dodingsmethode niet volgens bijlage IV richtlijn (13c lid 3) 

 

10. De huisvesting en verzorging van de dieren zijn conform de eisen in bijlage III van richtlijn 

2010/63/EU. 

 

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

 

12. De integriteit van de dieren wordt enigszins aangetast door de selectieve fok. Op basis van de 

reactie op het toedienen van de dopamine agonist apomorfine worden dieren geselecteerd voor 

deze fok die er op gericht is ratten te verkrijgen die als model voor schizofrenie dienen. De 

zelfredzaamheid van deze dieren is hierdoor echter niet merkbaar aangetast. 

 

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

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

is op basis van ervaring met de gebruikte rattenstammen ingeschat. De commissie is het dan ook 

eens met deze inschatting en de gehanteerde humane eindpunten. 

 

3V’s 

 

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

vervangingsalternatieven zijn. Myelinisatie en de effecten daarvan op het gedrag kunnen alleen 

in proefdieren worden onderzocht. De invloed van middelen en van huisvestingsomstandigheden 

op die myelinisatie (en daarmee op het gedrag), kan alleen in hersenen van proefdieren worden 

onderzocht. 

 

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

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

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

een wetenschappelijk betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. Waar mogelijk worden 

meerdere gedragstesten met hetzelfde dier uitgevoerd. Alle controlegroepen zijn nodig om 

wetenschappelijk betrouwbare uitspraken te kunnen doen. 

 

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

gekozen gedragstesten veroorzaken doorgaans niet meer dan licht ongerief. De langdurige 

individuele huisvesting van een deel van de dieren veroorzaakt matig ongerief, maar is 

noodzakelijk voor het behalen van de doelstelling. De DEC is ervan overtuigd dat de beschreven 

proefopzet de meest verfijnde is en dat de dierproeven zo humaan mogelijk worden uitgevoerd.  
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17. Het betreft geen wettelijk vereist onderzoek. 

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 

 

18. De aanvrager wil het onderzoek alleen bij mannelijke dieren uitvoeren. De aanvrager geeft 

hiervoor de volgende onderbouwing: Het is bekend dat cognitieve symptomen sterker zijn in 

mannelijke dan in vrouwelijke schizofreniepatiënten. De verschillen in myelinisatie in het 

gehanteerde diermodel voor schizofrenie zijn ook groter in mannelijke dieren dan in vrouwelijke 

dieren. Daarom zullen de experimenten alleen met mannelijke dieren worden gedaan. De DEC is 

van mening dat de aanvrager in voldoende mate wetenschappelijk heeft onderbouwd dat het 

om de doelstellingen met zo min mogelijk dieren te bereiken noodzakelijk is om de proeven met 

alleen mannelijke dieren uit te voeren. 

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

hersenweefsel te kunnen onderzoeken voor het beantwoorden van bepaalde onderzoeksvragen. 

De gebruikte dodingsmethode staat vermeld in bijlage IV van richtlijn 2010/63/EU. 

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

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

NTS 

 

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

geformuleerd. 

D. Ethische afweging 

 

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

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

 

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

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

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

beperken. 

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

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

volgende redenen. Schizofrenie is een ingrijpende ziekte die in 1% van de wereldwijde populatie 

optreedt. De huidige behandeling richt zich alleen op het verminderen van de zogenaamde 

positieve symptomen (zoals hallucinaties), terwijl ook de cognitieve symptomen (aantasting van 

het cognitief functioneren, moeite met leren, herinneren en beslissen) bijdragen aan de hoge 

ziektelast en een grote impact hebben op de zelfredzaamheid van de patiënt. De resultaten van 

dit project kunnen bijdragen aan de ontwikkeling van nieuwe therapieën die de cognitieve 

symptomen van schizofrenie verminderen. Het is aannemelijk dat de doelstellingen op termijn 

behaald zullen worden. De commissie acht het ontwikkelen van nieuwe aanvullende therapieën 

voor schizofrenie van substantieel belang. 

 

3.  De DEC is overtuigd van het belang van de doelstellingen: het gedetailleerd in kaart brengen van 

de afwijkingen in de myelinisatie van de prefrontale cortex in een ratmodel voor schizofrenie, en 

onderzoeken of herstel van de myelinisatie leidt tot normalisatie van de resultaten van 

cognitieve gedragstesten met deze dieren. Het uiteindelijke doel is de ontwikkeling van 
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therapieën die de cognitieve problemen (op het gebied van executief functioneren, leren, 

geheugen en besluitvorming) van schizofrenie patiënten verminderen. De DEC is van mening dat 

de belangen van de patiënten voldoende zwaar wegen om het schaden van de belangen van de 

proefdieren (om gevrijwaard te blijven van een aantasting van hun welzijn en integriteit) te 

rechtvaardigen. De commissie is overtuigd van de kwaliteit van het werk van de aanvrager. De 

DEC is van mening dat het project goed is opgezet, en dat de gekozen strategie en experimentele 

aanpak kunnen leiden tot het behalen van de doelstelling binnen het kader van het project. De 

aanvrager heeft voldoende aannemelijk gemaakt dat er geen geschikte vervangingsalternatieven 

zijn, dat het doel niet met minder dieren behaald kan worden, dat de gebruikte aanpak de meest 

verfijnde is en dat zij zal kunnen voorkomen dat mens, dier en het milieu onbedoelde negatieve 

effecten ondervinden als gevolg van de dierproeven.  

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

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

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

berokkend, is voldaan. 

 

E. Advies 

 

1. Advies aan de CCD 

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen  

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen onder de volgende voorwaarden 

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

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

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

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

 

   De DEC adviseert de vergunning niet te verlenen vanwege: 

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

o  De volgende doorslaggevende ethische bezwaren:… 

o De volgende tekortkomingen in de aanvraag:… 

 

2. Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus. 

 

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

project - die de verantwoordelijkheid en competentie van de DEC overstijgen. 
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Antwoorden ivm aanvraag projectvergunning Dierproeven getiteld "Myelination in  

schizophrenia: mechanisms and therapeutics" (aanvraagnummer AVD103002017865) 

 

In de nieuwe versie van onze projectaanvraag zijn veranderingen in het groen aangegeven. Hieronder 

kunt u de antwoorden vinden op alle vragen die aan ons gesteld zijn. 

Onduidelijkheden: 

· “In bijlage 3.4.4.1 beschrijft u dat er embryo's worden verzameld. Op welk moment in de dracht 

worden deze verzameld? Pas vanaf het derde trimester van de dracht (dag E14) hoeven de 

dieren opgenomen te worden in het projectvoorstel.” 

Antwoord: Recentelijke testen met het verzamelen van primaire cultures van oligodendrocyten 

hebben aangetoond dat dit celtype nog niet aanwezig is in de embryonale fase, maar pas rond 

de geboorte van de dieren wordt gevormd. Daarom passen wij dit aan naar dieren van 1-2 

dagen oud. Zie voor textuele veranderingen DAP1; choice and justification of animals. 

 

· “Op bladzijde 27 van de DAP, bijlage 3.4.4.3 beschrijft u in de eerste alinea bij de  

pharmacologische interventies dat u voor de pilots om een dose response curve te maken 

slechts 1 sex en 1 leeftijd gebruikt. Uit de berekening van het aantal dieren die er net voorstaat 

rekent u wel met 2 leeftijden en komt u op n=72 ratten. Dit lijkt met elkaar in tegenspraak. 

Bij de pilot voor het maken van een dose response curve voor inteventie met antioxidanten 

komt u wel op n=36 dieren voor de pilot.”  

Antwoord: De farmacologische interventie met  zullen wij 

doen op 2 verschillende leeftijden, omdat leeftijd de effectieve dosis van een stof kan 

beїnvloeden (Echeverria, Siber et al. 1975, d'Hollander, Massaux et al. 1982). Daarom zou een 

dose-response curve die gemaakt is met gebruik van jonge dieren, niet toepasbaar zijn op 

experimenten die met volwassen dieren worden gedaan en omgekeerd. Daarom willen wij voor 

de  stoffen graag op 2 leeftijden een dose-response curve maken, 

zodat wij op beide leeftijden de effectieve dosis kunnen bepalen en een optimaal experiment 

kunnen uitvoeren. 

 

De farmacologische interventie met  willen wij doen op dieren van 1 

leeftijdscategorie, omdat het gebruik van  alleen een preventief effect zou kunnen 

hebben. Het testen van de effectieve dosis hoeft daarom ook alleen op de leeftijd gedaan te 

worden, waarop wij de experimenten willen uitvoeren. In dit geval is dat dus slechts 1 leeftijd en 

daarom willen wij graag een dose-response curve met dieren van 1 leeftijd maken voor de 

interventie met . 

  

Dit is nu verduidelijkt in de aanvraag, deze veranderingen kunnen worden gevonden in DAP3; 

choice and justification of animals. 

 

· “Kunt u in bijlage 3.4.4.4 bij K. de ongeriefclassificatie de dieren uitsplitsen naar aantal en 

percentage dieren dat Licht dan wel Matig ongerief zal ondervinden?” 

Antwoord: Dit is nu aangepast in de aanvraag; veranderingen kunnen worden gevonden in 

sectie K van DAP4. 
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· “Wanneer er dieraantallen of ongeriefclassificatie wijzigen naar aanleiding van uw aanvullingen, 

kunt u dan ook de Niet technische Samenvatting aanpassen?” 

Antwoord: Er zijn geen dieraantallen of ongeriefclassificaties veranderd. 

 

 

Leges 

De leges zijn nu voldaan. 

 

Referenties 

· d'Hollander, A., F. Massaux, M. Nevelsteen and S. Agoston (1982). "Age-dependent dose-

response relationship of ORG NC 45 in anaesthetized patients." Br J Anaesth 54(6): 653-657. 

· Echeverria, P., G. R. Siber, J. Paisley, A. L. Smith, D. H. Smith, N. Jaffe and D. Paed (1975). "Age-

dependent dose response to gentamicin." J Pediatr 87(5): 805-808. 
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Dr.  

 

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

this remark: 

 

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

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

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

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

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

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

 

This is our reply: 

 

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

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

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

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

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

average brain atlas of the rat. 

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

that the rats may get infected after the surgeries.  

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

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

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

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

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

something happens during or after surgery. 

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

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

realistic.  

 

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

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

end points.  

 

Kind regards, 
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DEC-advies  

A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer: 2016-0078 

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

habenula 

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

 

4. Type aanvraag: 

 nieuwe aanvraag projectvergunning 

 wijziging van vergunning met nummer 

 

5. Contactgegevens DEC: 

- naam DEC:  RUDEC 

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

 donderdag van 9:00 tot 15:00 uur 

- e-mailadres contactpersoon:   

 

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

 ontvangen door DEC: 17-11-2016 

 aanvraag compleet 

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

 anderszins behandeld 

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

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

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

 advies aan CCD: 17-02-2017 

 

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

uitvoering van het project binnen deze instelling. 

 

8. Eventueel horen van aanvrager: 

- Datum 

- Plaats 

- Aantal aanwezige DEC-leden 

- Aanwezige (namens) aanvrager 

- Gestelde vraag / vragen 

- Verstrekt(e) antwoord(en) 

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

 

9. Correspondentie met de aanvrager 

- Datum vragen: 12-12-2016 

- Datum antwoorden: 22-12-2016 

 

- Gestelde vragen en antwoorden: 

 

Algemeen: 

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

en daarnaast lastig leesbaar door de vele grammaticale en spellingsfouten en 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

models and vectors, etc. 

 

Project Proposal:  

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

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

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

 

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

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

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

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

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

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

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

daarover negatief adviseren. 

Antwoord: The reasons why we want  

 

 

 

 

 We know that 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

onderzoeken? Dit is niet afdoende onderbouwd. 

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

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

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

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

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

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

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

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

have added this information in this section. 

 

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

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

eerste vraag hierboven over 3.4. 

Antwoord:  

 

 

 

 

 

 As to 

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

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

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

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

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

glutamatergic projection neurons are altered in naïve serotonin transporter knockout rats 

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

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

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

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

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

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

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

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

enriched this information in this section. 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

*DAP1 

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

handleiding van de CCD. 

Antwoord: We have added information to this section 

 

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

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

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

brengen. 

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

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

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

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

would be great to unravel. 

 

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

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

anesthesia. We have changed this in the proposal. 

 

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

wanneer niet alleen wildtype Wistar ratten worden bedoeld. 

Antwoord: The word has been removed from the proposal. 

 

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

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

vergunning voor dit experiment prematuur is. 

Antwoord: These animals have been added to the table. 

 

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

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

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

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

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

leiden.  

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

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

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

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

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

 

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

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

uniek voor deze projectaanvraag? 

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

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

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

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

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

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

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

ongerief bij K.  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

right lever. 

 

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

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

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

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

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

acquire the ability to escape footshocks, 

 In the ambiguous cue interpretation test we expect 

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

 

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

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

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

like symptom, they may still experience this stress. 

 

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

handelingen is matig. 

Antwoord: Thanks for reminding. We have replaced it. 

 

*DAP2 

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

deze experimenten op dit moment prematuur te vinden. 

Antwoord: We have removed DAP2 

 

Niet technische samenvatting:  

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

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

Antwoord: We have adjusted the NTS. 

 

 

- Gestelde vragen en antwoorden: 

- Datum vragen: 17-01-2017 

- Datum antwoorden: 31-01-2017 

Project Proposal: 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

te verschaffen. 

Antwoord: 

Short access = regular drug self-administration 

Long access = compulsive drug self-administration 

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

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

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

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

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

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

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

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

regular drug self-administration. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

make this clear throughout the proposal. 

 

Description of Animal Procedures: 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

experiment fails because of this. 

 

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

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

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

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

onderzoekers daarom dit uit de aanvraag te verwijderen. 

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

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

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

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

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

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

 

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

Antwoord: We have added this information. 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

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

geen antwoord hierop gekregen. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

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

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

directive 2010/63/EU. 

 

Niet-technische samenvatting 

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

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

Antwoord: We have made the appropriate changes. 

 

References 

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

as a Homeostatic Reinforcement Learning Disorder." Psychol Rev. 

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

519. 

 

- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag  

 

 

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

- Aard expertise 

- Deskundigheid expert 

- Datum verzoek 

- Strekking van het verzoek 

- Datum expert advies 

- Advies expert 

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling) 

 

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

2. De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag 

3. De DEC is competent om hierover te adviseren. 

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

onpartijdigheid zijn gewaarborgd. 

C. Beoordeling (inhoud) 

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

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

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

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

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

later tijdstip in een aparte aanvraag te verwerken. De DEC is er van overtuigd dat de aanvrager 

gedurende het project op zorgvuldige wijze besluiten zal nemen over de voortgang van het 

project en er niet onnodig dieren gebruikt zullen worden.  

 

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

experimenten in de weg zou kunnen staan.  

 

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

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

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

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

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

voorgestelde experimenten fundamentele kennis vergaren bij ratten over het 

cocaïneverslavingsproces en daarbij optredende verschijnselen van depressie, en het wordt 

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

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

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

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

van het onderzoeksveld. 

 

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

en de doelgroep/patiënten. 

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

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

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

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

Voor de onderzoekers geldt dat het publiceren van belangrijke nieuwe wetenschappelijke 

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

het verkrijgen van nieuwe onderzoeksmogelijkheden. Carrièremogelijkheden en welstand 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

samenleving. 

 

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

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

belangwekkende milieueffecten. 

 

Proefopzet en haalbaarheid 

 

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

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

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

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

onderzoeksgroep. De aanvragers beschikken over voldoende kennis en kunde om te kunnen 

voldoen aan alle zorgvuldigheidseisen omtrent het verrichten van dierproeven.  

 

8. De doelstellingen van het project zijn realistisch en de voorgestelde experimentele opzet en 
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uitkomstparameters sluiten hier logisch bij aan. Bovendien heeft deze groep veel ervaring in dit 

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

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

behalen van de doelstelling binnen het kader van het project. Om de wisselwerking tussen 

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

voeren met ratten die worden blootgesteld aan verschillende cocaïne zelftoedieningsregimes. 

 

Welzijn dieren 

 

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

omstandigheden of behandeling van de dieren: 

 Bedreigde diersoort(en) (10e lid 4) 

 Niet-menselijke primaten (10e) 

 Dieren in/uit het wild (10f) 

 Niet gefokt voor dierproeven (11, bijlage I richtlijn) 

 Zwerfdieren (10h) 

 Hergebruik (1e lid 2) 

 Locatie: buiten instelling vergunninghouder (10g) 

 Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13) 

 Dodingsmethode niet volgens bijlage IV richtlijn (13c lid 3) 

 

10. De huisvesting en verzorging van de dieren zijn conform de eisen in bijlage III van richtlijn 

2010/63/EU. 

 

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

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

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

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

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

 

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

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

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

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

hierdoor. 

 

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

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

is op basis van eerdere ervaringen met (stereotactische) operaties ingeschat. De commissie is het 

eens met deze inschatting en de gehanteerde humane eindpunten. 

 

3V’s 

 

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

vervangingsalternatieven zijn. In dit onderzoek worden metingen in bepaalde hersengebieden 

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

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

 

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

van de gekozen onderzoeksopzet en de looptijd. De onderzoekers hanteren een goede strategie 
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om ervoor te zorgen dat er met het kleinst mogelijke aantal dieren wordt gewerkt waarmee nog 

een wetenschappelijk betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. Door de stapsgewijze 

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

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

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

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

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

ook op beide geslachten worden geoefend. 

 

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

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

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

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

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

zijn in het leren vermijden van de voetschokken. De DEC is ervan overtuigd dat de beschreven 

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

17. Het betreft geen wettelijk vereist onderzoek. 

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 

 

18. Dieren van beide geslachten zullen in gelijke mate ingezet worden. 

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

te kunnen onderzoeken voor het beantwoorden van bepaalde onderzoeksvragen. De gebruikte 

dodingsmethode staat vermeld in bijlage IV van richtlijn 2010/63/EU.  

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

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

NTS 

 

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

geformuleerd. 

D. Ethische afweging 

 

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

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

 

2.  Er vindt een terminale, matige of ernstige aantasting van welzijn en integriteit van de 

proefdieren plaats (beschreven in C9 tot C20). De doelstellingen kunnen niet zonder dieren 

behaald worden. De onderzoekers doen er alles aan om het lijden van de dieren en het aantal 

dieren te beperken. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

dieren behaald kan worden, dat de gebruikte aanpak de meest verfijnde is en dat zij zal kunnen 

voorkomen dat mens, dier en het milieu onbedoelde negatieve effecten ondervinden als gevolg 

van de dierproeven. 

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

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

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

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

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

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

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

probleem rechtvaardigen het ernstig ongerief voor deze dieren. Aan de eis dat het belang van de 

experimenten op dient te wegen tegen het ongerief dat de dieren wordt berokkend, is voldaan. 

E. Advies 

 

1. Advies aan de CCD 

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen  

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen onder de volgende voorwaarden 

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

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

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

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

 

   De DEC adviseert de vergunning niet te verlenen vanwege: 

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

o De volgende doorslaggevende ethische bezwaren:… 

o De volgende tekortkomingen in de aanvraag:… 

 

2. Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus. 

 

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

project - die de verantwoordelijkheid en competentie van de DEC overstijgen. 
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Datum - 27 februari 2017 

Betreft - aanvraag projectvergunning Dierproeven 

 

Geachte Centrale Commissie Dierproeven, 

 

Thank you for the evaluation of this proposal ("Interneurons, oscillations, and learning"; 

aanvraagnummer AVD103002017873). I was pleased to read the overall positive evaluation. 

The committee also noted a few points in the proposal that needed further clarification 

before a final decision could be made. I thank the committee for their time and efforts to 

ensure that this ethics proposal is complete. Below is a point-by-point response to the 

comments. 

 
 
De formulering 'kamer op de kop' zal door het algemene publiek niet in context geplaatst 
kunnen worden. Kunt u beschrijven hoe groot dit ongeveer is, en hoeveel last het dier er van 
zal hebben. 
Reply 
The description of the recording chamber was reformulated. It is now referred to more 
concretely as elektroden aansluiting. 
 
 
Bij de 3V's beschrijft u dat uw experimenten/ resultaten zullen zorgen dat er in de toekomst 
geen dierexperimenten uitgevoerd hoeven worden. Dit ligt buiten uw invloedssfeer en kan 
daarom niet op deze manier aan het algemeen publiek gecommuniceerd worden. Kunt u dit 
anders formuleren. 
Reply 
That is true. The meaning of the statement is that because we will make all of our data 
available to the scientific community, other scientists can re-use our data instead of 
collecting new data. But that on its own does not prevent other scientists from collecting new 
data. That claim was removed. 
 
 
U beschrijft dat de dieren nooit vervelende of pijn prikkels krijgen. Dit is niet in 
overeenstemming met de water- en voedsel deprivatie die u beschrijft. Kunt u dit 
herformuleren? 
Reply 
That was indeed confusing. That statement referred to using only rewards and not shocks 
during the experiment, but indeed water and food restriction can be unpleasant. The 
statement (“De dieren krijgen nooit vervelende of pijn prikkels”) was removed. 
 
 
U beschrijft dat de dieren matig ongerief zullen ondervinden. In de bijlage dierproeven 
beschrijft u dat 95% van de dieren ernstig ongerief zal ondervinden. Kunt u dit aanpassen? 
Reply 
Apologies for the inconsistency. The NTS has been adjusted to reflect that the main 
application lists ernstig ongerief. 
 
 
In de bijlage Dierproeven heeft u bij F. aangekruist dat de huisvesting van de dieren niet 
afwijkt van bijlage III van de richtlijn. Door de individuele huisvesting is dit wel afwijkend van 
bijlage III. Kunt u dit aanpassen? 
Reply 

7.



“Yes” is now selected, and we provided a justification of the individual housing, which 
minimizes damage to the headpost and therefore minimizes the risk of infection or other 
complications. 
 
 
U heeft in de bijlage dierproeven beschreven onder punt K. dat 95% van de dieren ernstig 
ongerief zal ondervinden. Kunt u aangeven wat het ongerief van de overige 5% van de 
dieren zal zijn, en de bijlage aanpassen? 
Reply 
This is now clarified: The other animals are from the pilot-testing group, who will experience 
mild discomfort resulting from handling and water/food restriction (behavioral task piloting), 
or from anesthesia induction (surgical piloting). 
 



8.
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DEC-advies  

A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer: 2016-0079 

2. Titel van het project: Interneurons, oscillations, and learning 

3. Titel van de NTS: Neuronen, oscillaties en leerprocessen 

 

4. Type aanvraag: 

 nieuwe aanvraag projectvergunning 

 wijziging van vergunning met nummer 

 

5. Contactgegevens DEC: 

- naam DEC:  RUDEC 

- telefoonnummer contactpersoon:   bereikbaar op maandag, dinsdag, en 

 donderdag van 9:00 tot 15:00 uur 

- e-mailadres contactpersoon:   

 

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

 ontvangen door DEC: 23-11-2016 

 aanvraag compleet 

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

 anderszins behandeld 

 termijnonderbreking(en) van 12-12-2016 tot 20-12-2016 en van 17-01-2017 tot 06-02-2017 

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

 aanpassing aanvraag: 20-12-2016 en 06-02-2017 

 advies aan CCD: 17-02-2017 

 

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

uitvoering van het project binnen deze instelling. 

 

8. Eventueel horen van aanvrager: 

- Datum: 10-01-2017 

- Plaats: Nijmegen 

- Aantal aanwezige DEC-leden: 8 

- Aanwezige (namens) aanvrager:  

- Gestelde vragen: De commissie heeft de onderzoekers verzocht de achtergrond en de doelen 

van deze aanvraag mondeling toe te lichten, omdat zij de indruk heeft dat het de afhandeling 

van deze complexe aanvraag zou kunnen vereenvoudigen. De commissieleden stellen enkele 

vragen ter verduidelijking. 

- Verstrekte antwoorden:  geeft de gevraagde toelichting en beantwoordt de 

vragen.  

- Het horen van de aanvrager heeft geleid tot nieuwe vragen en opmerkingen voor de 

aanvrager. Deze zijn hieronder weergegeven (d.d. 17-01-2017). 

 

9. Correspondentie met de aanvrager 

- Datum vragen: 12-12-2016 

- Datum antwoorden: 20-12-2016 

 

- Gestelde vragen en antwoorden: 

Project Proposal:  

10.
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-3.1: Een belangrijk doel van deze projectaanvraag is te onderzoeken hoe het executieve 

neurale circuit is betrokken bij leerprocessen. Deze leerprocessen zijn nog onvoldoende 

ingeleid in de context van dit onderzoek. 

Antwoord: Apologies that this was not clearly enough described. During stimulus-reward 

learning, neural synchronization is increased between the medial prefrontal cortex, striatum, 

and sensory processing regions. Our research will elucidate the roles of different neuron 

subclasses in changes in neural synchronization that occur during learning. Additional text 

has been added in sections 3.1 and 3.2. 

 

-3.1 Klopt de bewering dat pyramidale cellen de meerderheid van de hersencellen vormen? 

Antwoord: Yes, pyramidal cells comprise approximately 75% of the cells in the brain. 

Although interneurons are in the minority, they are extremely important for regulating the 

activation and timing of pyramidal cells. However, very little is known about the precise 

contributions of interneuron subtypes in neural synchronization and inter-regional 

information transfer, which is one of the reasons why the proposed research is important. 

This is now mentioned in section 3.1. 

 

-3.2: De vraagstelling is onvoldoende scherp gesteld. Wat verwachten de onderzoekers te 

zien, in welke gebieden willen ze precies de elektrodes implanteren, wanneer is het doel 

bereikt? Gaan de onderzoekers het verloop van het leerproces in beeld brengen? Kunnen de 

onderzoekers de drie doelstellingen nog wat extra uitwerken en hun hoofddoelstelling ook 

hier vermelden? 

Antwoord: This is now more concretely described. Perhaps part of the confusion here is that 

several of these questions are discussed in other parts of the proposal; I was not aware that 

section 3.2 should be so detailed. 

I also decided to merge the first two goals because they were very similar to each other (the 

first was focused on local activity while the second was focused on long-range interactions, 

but these are similar enough to combine into one goal). 

 

-3.4.1: Voor een muis is 16 maanden in experiment erg lang. Bovendien is de commissie van 

mening dat de combinatie van alle handelingen gedurende een dergelijke lange periode tot 

ernstig ongerief voor de dieren leidt. Waarom willen onderzoekers 5 dagen per week 16 

maanden lang aan één muis meten? Is er geen moment te definiëren waarop voldoende 

metingen aan één muis zijn verricht?  

Antwoord: Indeed, 16 months can be a long time for a mouse. We were concerned about 

needlessly stopping the experiment too soon, e.g., if the animal appears healthy and if there 

are delays for other reasons (e.g., technical difficulties or construction in the building that is 

out of our hands). But we understand the concern. The maximal duration is now changed to 

10 months. We believe that acquiring a lot of data from individual animals helps reduce the 

total number of animals that need to be recorded. We would also like to point out that the 

animals quickly get used to the implant, that it does not interfere with their normal behavior 

(eating, sleeping, nesting, etc.) and that the experiment is associated with rewards. 

 

The measurements of 90 minutes per day, 5 days per week is also a maximum. In practice 

there are typically fewer measurements due to scheduling, equipment availability, possible 

delays due to technical difficulties or building renovations, or when the animal is 

unmotivated. This maximum will be reached only if the equipment is available and if the 

animal is sufficiently motivated and healthy. This is now detailed in section 3.4.2. 

 

Verwachten de onderzoekers dat een zo lange periode haalbaar is in de praktijk? Bovendien 

gaan de onderzoekers voorbij aan het feit dat de muizen in het beschreven tijdsbestek 
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verouderen en dus veranderen. Is het niet verstandiger deze langlopende experimenten te 

vervangen door korter durende experimenten met meer dieren? 

Antwoord: Yes, mice age within this time-frame. We initially made our calculation based on 

avoiding a situation in which the experiment is delayed and the animal is healthy, and 

considering the balance between collecting more data in fewer animals vs. collecting less 

data in more animals. As written above, the maximum duration is now reduced to 10 months. 

 

 

Description of Animal Procedures: 

-K: De beschreven handelingen veroorzaken tezamen ernstig ongerief voor de dieren. Graag 

een maximum aantal maanden (zie vragen boven) aangeven voor de looptijd van het 

experiment.  

Antwoord: The maximum number of months has been reduced to 10 months. Animals are 

regularly inspected for health and well-being, and the experiment will end if humane 

endpoints are reached. The DAP has been updated according to the modifications described 

above for the background sections. 

 

- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag  

 

 

- Datum vragen: 17-01-2017 

- Datum antwoorden: 06-02-2017 

 

-Deze basaal wetenschappelijke projectaanvraag richt zich op het vergaren van kennis over 

het optreden van oscillaties in het executieve netwerk en de bijdrage van verschillende typen 

interneuronen daaraan. Deze kennis is van belang om verstoringen in het executief 

functioneren te kunnen begrijpen en nieuwe behandelingen te ontwikkelen. Instrumenteel 

leren is een voorbeeld van executief functioneren. Tijdens de presentatie heeft de 

onderzoeker uitgelegd waarom hij juist dit voorbeeld heeft gekozen, maar die informatie 

ontbreekt nog in de aanvraag. Zijn de onderzoekers vooral geïnteresseerd in de oscillaties, of 

gaat het hen daadwerkelijk om de veranderingen hierin tijdens het leerproces? Wordt het 

ongestoorde leerproces ook bestudeerd? De commissie verzoekt de onderzoekers een reëel 

beeld te presenteren van het doel van het onderzoek: gaat het alleen over oscillaties, of is 

het leerproces de hoofdcomponent? (onderdeel 3.1). 

Antwoord: These two aspects (learning or oscillations) are not mutually incompatible. Neural 

oscillations are thought to be a core mechanism by which information is processed in the 

brain, and information processing is fundamental to learning. On the other hand, it is 

important to link our fundamental findings to cognitive processes, hence the need for a 

behavioral task. There are many tasks we could have used that would allow us to study 

neural oscillations. We selected learning because it allows us to link our findings to findings in 

humans and to modern neuroscientific theories concerning the roles of oscillations in sensory-

reward learning. The roles of different interneuron types on neural oscillations and 

synchronization is important for understanding healthy and abnormal human brain function, 

and for understanding how medications (including anti-psychotics and Parkinson’s 

medications) alter brain activity, but it is impossible to do this kind of research in humans. 

Therefore, we believe this is important research that justifies the use of non-human animals. 

 

-In aansluiting op het eerste punt wil de commissie het volgende opmerken. De 

onderzoekers schrijven dat zij de relatie tussen oscillaties en instrumenteel leren willen 

onderzoeken. In de aanvraag wordt goed uitgelegd hoe de onderzoekers de rol van 

interneuronen bij het optreden van oscillaties in het executief netwerk zullen onderzoeken. 
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De commissie mist echter een beschrijving van de stapsgewijze aanpak (strategie) waarmee 

de veranderingen in oscillaties tijdens het proces van instrumenteel leren worden 

onderzocht. Zo blijft onderbelicht welke leertaak wordt gebruikt, welke hypothesen zullen 

worden onderzocht en welke strategie daarvoor wordt gebruikt. Op welke manier zal de 

onderzoeker het leerproces en de daarbij optredende oscillaties onderzoeken? Welke 

stappen zijn hiervoor nodig? Een beschrijving van de experimentele handelingen is geen 

afdoende beschrijving van de wetenschappelijke strategie. (onderdeel 3.4) 

Antwoord: Apologies that this was not clearly enough described. There is now more detail 

about the procedures for testing learning. 

 

-Tijdens de presentatie heeft de onderzoeker met een berekening toegelicht waarom hij één 

muis gedurende zeven maanden meerdere keren wil testen. De looptijd van het experiment 

(nu 10 maanden) is hierop gebaseerd. Deze berekening is essentieel om de looptijd van het 

experiment te begrijpen, maar ontbreekt nog in de projectaanvraag. (DAP, onderdeel A) 

Antwoord: The protocol is now clarified to indicate that we anticipate approximately 40 hours 

of recordings spread out over small recording sessions. 

 

-De onderzoekers willen op basis van eerdere resultaten 12 dieren per groep inzetten. Uit 

het gevraagde aantal dieren leidt de commissie af dat de onderzoekers 6 groepen zullen 

testen. Een beschrijving van hetgeen in deze 6 groepen dieren getest zal worden ontbreekt 

nog. (DAP, onderdeel B) 

Antwoord: The sixth group is wildtype animals used for piloting. I apologize that this was not 

clearly stated in DAP-B. The text is now adjusted. Or was the confusion about 72 animals per 

group divided by 12 animals per task = 6 tasks? This is because for each Cre line there are six 

different experiments corresponding to three sensory modalities and two brain imaging 

methods (3x2x12 = 72 per group). This is described in DAP-A2. 

 

-De commissie is van mening dat het cumulatief ongerief voor de dieren door de combinatie 

van alle handelingen (inclusief hersenmanipulaties aan een dier bij bewustzijn) en de lange 

looptijd van het experiment (en daarmee van de individuele huisvesting) kan oplopen tot 

ernstig ongerief. (DAP, onderdeel K) 

Antwoord: “Moderate” has been changed to “severe” in section DAP-K. 

 

 

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

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling) 

 

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

2. De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag 

3. De DEC is competent om hierover te adviseren. 

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

onpartijdigheid zijn gewaarborgd. 

C. Beoordeling (inhoud) 

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

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

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

duidelijk welk ongerief individuele dieren zullen ondergaan. Het betreft explorerend basaal 
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wetenschappelijk onderzoek naar executief functioneren bij muizen. Er zijn twee primaire doelen 

in het project beschreven, die elk bijdragen aan de hoofddoelstelling. De DEC is er van overtuigd 

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

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

 

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

experimenten in de weg zou kunnen staan.  

 

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

Belangen en waarden 

 

4. Het directe doel van het project is te achterhalen hoe de verschillende typen cellen uit het 

executieve netwerk bijdragen aan instrumenteel leren. Het uiteindelijke doel is bijdragen aan 

nieuwe behandelmogelijkheden voor mensen waarbij het executief functioneren door ziekte of 

een aandoening is aangetast. De aanvragers noemen schizofrenie en ernstige depressie als 

voorbeelden van ziekten waarbij het executief functioneren minder goed verloopt. De resultaten 

van dit onderzoek zijn bovendien relevant voor wetenschappers die cognitie bestuderen of 

hersenonderzoek doen met dieren of computermodellen. Het betreft zeer basaal 

wetenschappelijk onderzoek, dat nog op grote afstand van een eventuele toepassing staat. De 

DEC is daarom van mening dat er binnen dit project geen reële relatie is tussen het directe doel 

en het uiteindelijke doel. De commissie vindt dat het directe doel gerechtvaardigd is binnen de 

context van het onderzoeksveld, omdat het kennis zal opleveren die veel wetenschappers 

kunnen gebruiken in hun fundamentele of translationele onderzoek. 

 

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

en de doelgroep/patiënten. 

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

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

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

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

Voor de onderzoekers geldt dat het publiceren van belangrijke nieuwe wetenschappelijke 

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

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

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

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

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

(gezondheid, kennis). 

Dit onderzoek is in de eerste plaats wetenschappelijk van belang, omdat het naar verwachting 

bijdraagt aan een vermeerdering van de kennis in dit onderzoeksveld. Het betreft fundamenteel 

strategisch onderzoek gericht op het verwerven van fundamentele inzichten en kennis. Dergelijk 

onderzoek is onmisbaar voor de voortgang van zowel fundamenteel als translationeel onderzoek.  

Voor patiënten is dit onderzoek dus ook slechts indirect en op de lange termijn van belang. 

Uiteindelijk zouden de verworven inzichten kunnen bijdragen aan de ontwikkeling van nieuwe 

interventies voor met name neurologische aandoeningen. Kunnen beschikken over adequate 

behandelingen voor ernstige hersenziekten, zoals schizofrenie en ernstige depressie, is van groot 

belang voor de samenleving. 

 

6. De onderzoekers maken gebruik van genetisch gemodificeerde virale vectoren en transgene 
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dieren waarbij zij de nationale GGO-regels in acht nemen. Hierdoor is er geen sprake van 

belangwekkende milieueffecten. 

 

Proefopzet en haalbaarheid 

 

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

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

aanvrager, zoals blijkt uit de in de aanvraag vermelde publicaties van deze onderzoeksgroep. De 

aanvragers beschikken over voldoende kennis en kunde om te kunnen voldoen aan alle 

zorgvuldigheidseisen omtrent het verrichten van dierproeven.  

 

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

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

onderzoeksveld en met de voorgestelde dierproeven. De commissie heeft de aanvrager verzocht 

meer inzicht te geven in de hypothesen die getest zullen worden en te beschrijven welke stappen 

hiervoor nodig zijn. Het antwoord van de aanvrager wordt vooral gegeven op het niveau van de 

proefopzet. Dit type onderzoek is vooral explorerend van aard, en er worden zeer veel data 

verzameld tijdens de metingen in de proefopzet. Met deze data kunnen meerdere hypothesen 

door verschillende onderzoekers van meerdere onderzoeksgroepen/instituten worden 

onderzocht. Deze onderzoekers zijn geïnteresseerd in neurale oscillaties en het optreden 

daarvan tijdens een eenvoudige leertaak. Uit de beschrijving van de proefopzet blijkt dat een 

muis telkens een nieuwe (instrumentele) leertaak krijgt die enkele minuten duurt. Dit is een 

goede opzet om dergelijke leertaken te onderzoeken. De DEC is dan ook van mening dat het 

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

behalen van de doelstelling binnen het kader van het project. 

 

Welzijn dieren 

 

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

omstandigheden of behandeling van de dieren: 

 Bedreigde diersoort(en) (10e lid 4) 

 Niet-menselijke primaten (10e) 

 Dieren in/uit het wild (10f) 

 Niet gefokt voor dierproeven (11, bijlage I richtlijn) 

 Zwerfdieren (10h) 

 Hergebruik (1e lid 2) 

 Locatie: buiten instelling vergunninghouder (10g) 

 Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13) 

 Dodingsmethode niet volgens bijlage IV richtlijn (13c lid 3) 

 

10. De huisvesting en verzorging van de dieren zijn conform de eisen in bijlage III van richtlijn 

2010/63/EU. 

 

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

Het ongerief wordt hoofdzakelijk bepaald door de stereotactische operatie, de 

hersenmanipulaties aan een dier bij bewustzijn, en de lange looptijd waardoor langdurige 

solitaire huisvesting nodig is. De commissie is van mening dat het cumulatief ongerief voor de 

dieren hierdoor kan oplopen tot maximaal ernstig ongerief. 

 

12. De integriteit van het dier wordt aangetast door het aanbrengen van een ‘headpost’ waardoor de 

kop gefixeerd kan worden tijdens de metingen. Het dier wordt hierdoor buiten de meetopstelling 
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in lichte mate gehinderd in zijn normale gedrag. Het aanbrengen van de ‘headpost’ verandert 

ook het uiterlijk van het dier. Het vormt een zichtbaar bewijs van het feit dat het dier 

“instrumenteel” gebruikt wordt. Tijdens de metingen zal het dier verder de indruk krijgen dat hij 

zich in een vreemde wereld bevindt waarin hij zich kan verplaatsen in de richting van niet-

natuurlijke objecten. Dit staat op het eerste gezicht erg ver af van de natuurlijke omgeving van 

het dier. Echter, het dier is hiertoe in staat door van nature aanwezige nieuwsgierigheid en 

leervermogen. Er zijn geen aanwijzingen dat dit het gedrag en de psyche van het dier negatief 

beïnvloedt. 

 

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

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

is op basis van eerdere ervaringen met deze experimenten ingeschat. De commissie is het eens 

met deze inschatting en de gehanteerde humane eindpunten. 

 

3V’s 

 

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

vervangingsalternatieven zijn. De onderzoekers willen interacties tussen bepaalde 

hersengebieden en/of neuronen onderzoeken, en het effect van stimulatie van bepaalde 

neuronen of hersengebieden op het leergedrag analyseren. Dit kan niet bij mensen en kan ook 

nog niet goed zonder proefdieren onderzocht worden. De resultaten zullen wel bijdragen aan het 

maken van computermodellen die op termijn gebruikt kunnen worden om bepaalde 

onderzoeksvragen te kunnen beantwoorden. 

 

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

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

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

een wetenschappelijk betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. De onderzoekers gebruiken 

nieuwe analyses, waardoor zij moeilijk kunnen voorspellen hoeveel dieren per groep nodig zijn 

om significante resultaten aan te kunnen tonen. Zij gaan daarom uit van 12 dieren per groep. 

Wanneer uit tussentijdse analyses blijkt dat minder dieren per groep nodig zijn, dan zullen zij dit 

aanpassen in hun proefopzet. De onderzoekers zullen veel data op meerdere tijdstippen of in 

meerdere situaties verzamelen van elk dier, zodat hiermee verschillende onderzoeksvragen 

beantwoord kunnen worden door de onderzoekers zelf of door collega’s die toegang krijgen tot 

de data. Hierdoor wordt de wetenschappelijke opbrengst van de experimenten geoptimaliseerd 

en zijn mogelijkerwijs voor het beantwoorden van toekomstige onderzoeksvragen geen, of 

minder, dieren nodig. 

 

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

experimenten kunnen niet met minder complexe dieren worden gedaan omdat de hersenfunctie 

en het gedrag van deze dieren te weinig overeenkomen met de humane situatie. De 

onderzoekers plaatsen en ontwerpen de ‘headpost’ en de elektrodehouder zodanig dat de 

dieren er zo min mogelijk last van hebben. Om de stress van solitaire huisvesting te verminderen 

zullen de dieren regelmatig onder supervisie met nestgenoten kunnen interacteren. Na vragen 

van de commissie is de maximale looptijd van de experimenten per dier gereduceerd van 16 

maanden naar 10 maanden. De onderzoekers hebben berekend dat zij in totaal ongeveer 40 uur 

dienen te meten aan één dier (verdeeld over meerdere meetsessies) om wetenschappelijk 

betrouwbare data te verkrijgen. Verdere beperking van de maximale looptijd zou de kwaliteit van 

de data in gevaar kunnen brengen. De DEC is ervan overtuigd dat de beschreven proefopzet de 
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meest verfijnde is en dat de dierproeven zo humaan mogelijk worden uitgevoerd.  

17. Het betreft geen wettelijk vereist onderzoek. 

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 

 

18. Dieren van beide geslachten zullen in gelijke mate ingezet worden.  

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

te kunnen onderzoeken voor het beantwoorden van bepaalde onderzoeksvragen. De gebruikte 

dodingsmethode staat vermeld in bijlage IV van richtlijn 2010/63/EU. 

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

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

NTS 

 

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

geformuleerd. 

D. Ethische afweging 

 

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

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

 

2.  Er vindt een matige tot maximaal ernstige aantasting van welzijn en integriteit van de 

proefdieren plaats (beschreven in C9 tot C20). De doelstellingen kunnen niet zonder dieren 

behaald worden. De onderzoekers doen er alles aan om het lijden van de dieren en het aantal 

dieren te beperken. 

 Voor patiënten is dit onderzoek indirect en pas op de lange termijn van belang. Uiteindelijk 

zouden de verworven inzichten kunnen bijdragen aan de ontwikkeling van nieuwe interventies 

voor met name neurologische aandoeningen waarbij het executief functioneren is aangetast, 

zoals schizofrenie en ernstige depressie. De huidige behandelingen hebben bij het merendeel 

van de patiënten te weinig resultaat. Kunnen beschikken over adequate behandelingen voor 

ernstige hersenziekten is van groot belang voor de samenleving. Dit onderzoek is echter in de 

eerste plaats van belang, omdat het naar verwachting bijdraagt aan een vermeerdering van de 

kennis in dit onderzoeksveld. Het betreft fundamenteel strategisch onderzoek gericht op het 

verwerven van fundamentele inzichten en kennis. De inzichten uit dergelijk onderzoek zijn 

onmisbaar voor de voortgang van zowel fundamenteel als translationeel onderzoek. De 

commissie acht meer kennis over executief functioneren en de bijdrage die die kennis 

uiteindelijk zou kunnen leveren aan het ontwikkelen van nieuwe behandelstrategieën voor 

verschillende aandoeningen van de hersenen, van substantieel belang. 

 

3.  De DEC is overtuigd van het belang van de doelstellingen: achterhalen hoe de verschillende 

typen cellen uit het executieve netwerk bijdragen aan instrumenteel leren. De DEC is van mening 

dat het belang van het verwerven van nieuwe kennis over het executief functioneren en de 

bijdrage die dat kan leveren aan de voortgang in dit onderzoeksveld en andere onderzoeksvelden 

(doordat de beschikbaar gestelde data ook bruikbaar zijn voor andere onderzoekers) voldoende 

zwaar wegen om het schaden van de belangen van de proefdieren (om gevrijwaard te blijven van 

een aantasting van hun welzijn en integriteit) te rechtvaardigen. De commissie is overtuigd van 
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de kwaliteit van het werk van de aanvrager. De DEC is van mening dat het project goed is 

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

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

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

dieren behaald kan worden, dat de gebruikte aanpak de meest verfijnde is en dat zij zal kunnen 

voorkomen dat mens, dier en het milieu onbedoelde negatieve effecten ondervinden als gevolg 

van de dierproeven.  

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

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

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

berokkend, is voldaan. 

E. Advies 

 

1. Advies aan de CCD 

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen  

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen onder de volgende voorwaarden 

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

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

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

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

 

   De DEC adviseert de vergunning niet te verlenen vanwege: 

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

o De volgende doorslaggevende ethische bezwaren:… 

o De volgende tekortkomingen in de aanvraag:… 

 

2. Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus. 

 

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

project - die de verantwoordelijkheid en competentie van de DEC overstijgen. 
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1 General information

1.1 Provide the approval 

number of the ‘Netherlands 

Food and Consumer 

Product Safety Authority’.

30100

1.2 Provide the name of the 

licenced establishment.
Stichting Het Nederlands Kanker Instituut - Antoni van Leeuwenhoek 

Ziekenhuis

1.3 Provide the title of the 

project.
Screening for drivers of gastric cancer

2 Categories

3 General description of the project

3.1 Background

Describe the project (motivation, background and context) with respect to the categories selected in 2.

For legally required animal procedures, indicate which statutory or regulatory requirements apply 

(with respect to the intended use and market authorisation).

For routine production, describe what will be produced and for which uses.

For higher education or training, explain why this project is part of the educational program and 

describe the learning targets.

Cancer is a major cause of death worldwide. In the Netherlands alone, 130,836 new cases were 

diagnosed and 43,214 deaths resulted from cancer in 2014 (http://www.cijfersoverkanker.nl/). This 

translates to a significant burden on patients and their families in terms of suffering and also on society 

2.1       Please tick each of the 

following boxes that 

applies to your project.

X Basic research

[ ] Translational or applied research

Regulatory use or routine production

Research into environmental protection in the interest of human or 

Research aimed at preserving the species subjected to procedures

Higher education or training

Forensic enquiries

Maintenance of colonies of genetically altered animals not used in 

other animal procedures

Form
Project proposal

This form should be used to write the project proposal for 

animal procedures.

The appendix ‘description animal procedures’ is an appendix to 

this form. For each type of animal procedure, a separate 

appendix ‘description animal procedures’ should be enclosed.

For more information on the project proposal, see our website

(www.centralecommissiedierproeven.nl).

Or contact us by phone (0900-2800028).

3.



in a socio-economic context. Therefore, there is a great need for more effective cancer screening and 

treatments.

Gastric cancer is the 4th most common cancer and the 2nd leading cause of cancer death worldwide

[Jemal et. al., 2011]. The 5-year survival rate is <25%, which is due partly to the fact that it is difficult 

to detect dangerous lesions at an early stage [Marano et. al., 2016]. Additionally, screening for gastric 

cancer is not routinely performed and, unless a patient has a previously known risk factor, he is not likely 

to undergo endoscopy or radiography to detect stomach cancer. Finally, there are multiple histological 

and molecular subtypes, which likely respond to treatment differently. 

Approximately 80% of gastric cancer patients inheriting a mutant version of the CDH1 gene, which 

encodes a protein called E-cadherin, will develop a specific type of gastric cancer called Hereditary

Diffuse Gastric Cancer (HDGC). This is an inherited cancer syndrome that leads to an increased risk for 

both diffuse gastric cancer and lobular breast cancer [Tan et. al., 2015]. Patients who inherit a mutant 

copy of CDH1 are at high risk for developing gastric cancer at a young age, with an average age at 

diagnosis of 38 years [Fitzgerald et. al., 2010; Guilford et. al., 1998]. Additionally, female carriers are at 

an increased risk (50% lifetime risk) for lobular breast cancer [Dossus et. al., 2015]. Currently the only 

effective treatment is to perform a debilitating surgery to remove the stomach. However, proper timing 

of the operation is difficult given the absence of a thorough understanding of the multiple steps in gastric 

cancer carcinogenesis. This prohibits the development of predictive tests, resulting in many patients 

being either over or under treated.

E-cadherin plays a central role in cell adhesion, allowing cells to stick to one another, and HDGC families 

are at an increased risk of developing diffuse-type, signet ring cell gastric adenocarcinoma [Guilford et. 

al., 2010]. Signet ring cells exist as isolated cells, or in small clusters, in the lining of the stomach. 

Accordingly, diffuse gastric cancer is difficult to diagnose even with routine screening because the cancer 

often cannot be seen during upper endoscopy. Therefore, most cases of diffuse gastric cancer are 

diagnosed at late stages (III or IV), when the cancer is incurable.

Although CDH1 mutations confer a high risk of gastric cancer, several studies using mouse models 

suggest that a CDH1 mutation alone is not sufficient for the development of gastric cancer. In one study, 

which used a parietal cell-specific E-cadherin knockout mouse, clusters of signet ring-like cells were 

found, but no invasive gastric adenocarcinomas were observed, supporting the idea that other factors are 

needed for the development of gastric cancer in a CDH1-mutated background [Mimata et al., 2011]. 

Furthermore, in a second study, CDH1+/- mice did not develop gastric cancer unless they were treated 

with the stomach carcinogen, N-methyl-N-nitrosourea [Humar et. al., 2009]. In this study, the authors 

successfully induced signet-ring cell carcinomas in CDH1+/- mice. However, they did not perform 

experiments to determine what additional mutations were needed in order to drive tumorigenesis 

[Humar et al., 2009]. Most recently, the first genetically engineered mouse model of diffuse gastric 

cancer was created using conditional knockout of both CDH1 and TP53 [Shimada et al., 2012]. Beginning 

around 6 months of age, these mice developed both intramucosal and invasive cancers, containing poorly 

differentiated carcinoma and signet-ring cells.  By 12 months, all mice had reached humane endpoints 

due to metastatic gastric cancer.  Mice heterozygous for CDH1 and null for TP53, and vice versa, did not 

develop gastric cancer in this time frame, indicating that deletion of both CDH1 and TP53 is necessary to 

drive gastric cancer in this setting [Shimada et. al., 2012]. Therefore, it appears that only a single 

additional mutation, in this particular case in the TP53 gene, is enough to initiate the progression from 

normal stomach epithelium to stomach cancer in a CDH1 mutated background [Shimada et al., 2012].

Additionally, studies involving the APC gene further support the argument that a single mutation, in 

addition to CDH1, is enough to drive diffuse gastric cancer within 6-9 months.  In a constitutive knockout 

model, mice heterozygous for both APC and CDH1 develop stomach cancer at 100% penetrance, while 

mice heterozygous for CDH1 do not develop stomach cancer [Smits et. al. 2000].  Additionally, mice 

heterozygous for APC developed a single tumor in 4 out of 11 stomachs examined, while mice 

heterozygous for both APC and CDH1 had at least 1 tumor (range 1-5) in all 14 stomachs examined 

[Smits et. al., 2000]. 

The long latency observed in both of the studies mentioned, regardless of mechanism, is ideal for our 



purposes, as this gives the patient more time between occurrence of a driver mutation and development 

of gastric cancer.  This allows time for screening (which may be only once per year), analysis of the 

biopsy, and scheduling surgery. 

Since only a single mutation in addition to CDH1 is needed to initiate gastric cancer, it is possible to use 

an unbiased screening approach to identify additional drivers in a CDH1-mutant background. This notion 

is supported by a recent publication in non-small cell lung cancer [NSCLC; Chen et al., 2015]. In this 

paper, the authors use a CRISPR/Cas9 genome-wide knockout library to screen, in vivo, for genes which 

drive metastasis in non-small cell lung cancer. Starting with a parental NSCLC cell line, containing a 

mutated TP53 gene and heterozygously mutated KRAS and DICER genes, the authors made a clonal sub-

line expressing Cas9-EGFP. Then, they transduced the mouse GeCKOa lentiviral guide RNA library into 

these cells at a multiplicity of infection (MOI) of 0.4 to generate a pool of mutant cells. After selection, 

3x10^7 cells were injected into the right flank of four immunocompromised mice. One mouse was 

analyzed after 2 weeks to represent an early tumor time point, and three mice were analyzed at 6 weeks 

to represent a late tumor and, hopefully, metastasis time point. Interestingly, when the mice were 

analyzed by CT scan, lung metastases were identified in mice injected with the transduced cell pool. 

When the number of unique gRNAs in the plasmid library, in the transduced cell pools, early and late 

primary tumors, and lung metastases were quantified, the number of unique gRNAs drops off throughout 

the evolution of the tumors, indicating enrichment for certain gRNAs over others. Furthermore, in each 

lobe of the lung, the reads were dominated by one or two gRNAs. This suggests that the metastases 

were seeded by a small subset of cells from the primary subcutaneous tumor. Hits which accelerate 

metastasis comprised both well-known tumor suppressors (Nf2, Pten and Cdkn2a) and less well-

characterized genes (Trim72, Fga, mir-152 and mir-345). Importantly, the authors investigated whether 

mutations affecting these genes are found in patients using cBioPortal. Indeed, 75% of the genes 

targeted by gRNAs enriched in the lung metastases are downregulated in metastatic tumors in NSCLC

patients.

Therefore, we are confident that performing a screen, similar to that described above, for genes that 

drive tumorigenesis will provide important information to achieve our goals. Analogous to the approach 

used in NSCLC, we will use a CRISPR/Cas9 mediated in vivo approach to identify the genes responsible 

for progression from normal gastric tissue to gastric cancer. 

Once candidate genes are identified, we would like to validate them in an independent study.  In vitro 

and in vivo cancer models have been instrumental in the understanding of the genetics of cancer in order 

to develop new therapies. The observation that cell lines grow in 2D and can only be established with low 

efficiency suggests that they do not represent the full spectrum of cancer phenotypes. In an attempt to 

provide a more physiological model system of primary tumor and normal cells, the organoid platform has 

been established. Organoids are three-dimensional cell cultures, grown with extracellular matrix-like 

support and under conditions that mimic the stem cell niche of the relevant tissue. This has resulted in 

the possibility to culture primary cells of the stomach, gut, liver, pancreas, prostate, and lung with 

unprecedented success [Boj et. al., 2015; Gao et. al., 2014; Karthaus et. al., 2014;

Sachs N. unpublished data]. For example, organoids were established with a 90% success rate from 

treatment-naive surgical resections of primary colorectal cancers [van de Wetering et. al., 2015] and as 

high as 71% from needle biopsies of metastases [Weeber et. al., 2015]. Importantly, organoids maintain 

the mutational make-up of the original tumor tissue [Weeber et. al., 2015]. This provides a unique 

opportunity to study cancer in a personalized manner. Moreover, healthy and tumor-derived organoid 

cultures can be genetically manipulated allowing for functional analysis of individual mutations in both 

tumor and normal cells. Therefore, tumor organoids have the potential to revolutionize cancer medicine 

by providing an ex vivo test platform for the individual patient. We aim to utilize organoids, combined 

with mouse models of gastric cancer, to validate hits from our in vivo screen for drivers of CDH1-mutated 

gastric cancer to improve screening in HDGC families.

In this way, we aim to dissect the genetics of gastric tumorigenesis in order to develop a test that will 

improve surveillance in HDGC families and allow timely surgery. For a visual overview of the flow of our 

project application, please see the attached flowchart.



3.2 Purpose

Describe the project’s main objective and explain why this objective is achievable.

If the project is focussed on one or more research objectives, which research questions should be 

addressed during this project?

If the main objective is not a research objective, which specific need(s) does this project respond to?

Research objective:

Our overarching goal is to use organoids, in combination with mouse models of gastric cancer, 

to validate hits from our in vivo screen for drivers of CDH1-mutated gastric cancer to improve 

screening in HDGC families.

The key factor in this goal is to identify genes that drive the progression from normal gastric epithelial 

tissue to cancer. As such, we aim to: 
1. Identify candidate genes involved in HDGC.

2. Validate those candidate genes. 

3. Explore the role of validated candidate genes in malignancy.

Achievability:
We believe that this objective is achievable for several reasons:

1. Previous studies indicate that only one mutation in addition to CDH1, for example either TP53 or 

APC, is sufficient to drive gastric tumorigenesis [Shimada et al., 2012; Humar et al., 2009; Smits 

et. al., 2000]. This provides confidence that our screen, starting with a CDH1 mutated genetic 

background, will result in additional hits that drive gastric cancer.

2. A similar CRISPR in vivo screening approach has been used in NSCLC to successfully identify 

genes involved in metastasis [Chen et al., 2015].

3. Two independent groups have successfully used targeted mutations made by the CRISPR/Cas9 

method in colorectal organoids to identify the genes which drive tumorigenesis in this tissue 

[Matano et. al., 2015; Drost et. al., 2015].

4. All of the technologies that we will use in this project are established and published. Additionally, 

we have existing collaborations with several of the labs which have developed these technologies 

to help ensure the success of this project in our hands.

3.3 Relevance

What is the scientific and/or social relevance of the objectives described above?

Scientific relevance:
We hope that our contributions will be two-fold. First, we aim to shed light on the genetic mutations that 

are required, in combination with a CDH1 mutation, to drive the progression from normal stomach tissue 

to gastric cancer. Although we focus on CDH1 mutated gastric cancer in this proposal, it is also possible 

that any driver mutations we identify may be important in CDH1 wildtype gastric cancer as well.  As we 

plan to do these experiments in both human and mouse organoids, we will also explore the similarities 

and differences in the genes responsible for progression of human and mouse gastric cancer. Second, we 

expect these insights will lead to changes in patient screening, which will allow us to develop a genetic 

test to identify potentially harmful cells at an earlier time point.

Social relevance:
Individuals who are known to carry a CDH1 mutation are at high risk of developing one of the most 

difficult to treat cancers: gastric cancer. To live life in constant fear of developing cancer at a young age 

is a huge burden, not only for the affected individual, but also for their families. The only potential cure is 

to surgically remove the stomach at an early age. This has significant impact on patient quality of life. 

Developing a test that can predict whether there is, indeed, the need for surgery may reduce this burden 

for the families and give them a better perspective. In this project, we aim to improve screening for

gastric cancer in families at risk for developing hereditary diffuse gastric cancer, in order to decrease 

cancer-associated death and to improve patient quality of life.

3.4 Research strategy

3.4.1 Provide an overview of the overall design of the project (strategy).

To identify the genes that will be included in our screen, we have used cBioPortal and filtered for all 

gastric cancers containing a CDH1 mutation. Within this subset of patients, we looked for all genes that 



are mutated at any percentage, which resulted in a list of 865 genes. We then extracted gRNAs for these 

genes from existing, validated whole genome mouse CRISPR libraries. These gRNAs, as well as 200 non-

targeting gRNAs, will be cloned into a lentiviral gRNA expression vector and the cloned library will be 

sequenced to ensure that complexity is maintained. This lentiviral gRNA library will then be used to 

perform our in vivo screen in mice.

As the immune system and tumorigenesis are intimately linked, we have elected to perform this screen 

using immune competent mice containing CDH1 and Cas9 conditional alleles. Importantly, these mice 

are known to be immune tolerant to Cas9 expression [Annunziato et al., 2016]. To perform the screen, 

we will delete CDH1 and activate Cas9 specifically in the stomach using a lentivirally delivered Cre. We 

have chosen this approach because the cells from which diffuse gastric cancer originates have not yet 

been identified. By choosing this method of Cre delivery, we are able to delete CDH1 and activate Cas9 

in all cell types in the stomach epithelium.

The lentiviral gRNA library itself will be cloned into the same plasmid and, therefore, delivered in the 

same manner and at the same time as the lentiviral Cre. We will do this using a commercially available 

kit designed for in vivo use and which has been shown to work successfully for lentiviral transduction of 

the stomach epithelium, and which also indicates that lentiviral transduction in the acid environment of 

the stomach is possible [Ozbiosciences; Scherer et. al., 2002]. Briefly, the lentiviral particles are mixed 

with magnetic particles and injected into the stomach.  A magnet is placed under the stomach for 20 

minutes to allow transduction of the stomach epithelium to occur. Using previous studies as a guide, the 

mice will be sacrificed at four time points, the stomachs removed and submitted for pathological 

examination [Shimada et. al., 2012; Humar et. al., 2009].

After we have identified a candidate list of genes from our in vivo screen, we will select 10-15 of our top 

candidates for validation using an orthotopic mouse model.  We will do this based on the significance of 

enrichment of each gRNA, the frequency which these mutations are found in CDH1 mutated gastric 

cancer patients, and the function of each candidate. Then, we will use the CRISPR/Cas9 system to 

engineer CDH1-mutated, but non-cancerous, gastric organoid lines to contain mutations in our candidate 

genes.  We will do this to test the ability of each line to form tumors in an orthotopic mouse model of 

gastric cancer. To confirm that the hits we identify in mice translate to the patient setting, we will 

validate our hits with both mouse and human CDH1 mutant gastric organoids.

We would additionally like to identify combinations of mutations which are likely to result in more 

aggressive gastric carcinomas. We will do this by creating an allelic series ranging from single, to all 

possible combinations of double, and triple mutations in genes commonly co-mutated with CDH1 and 

which are identified as hits in our screen. We will also perform this experiment with three genes 

previously identified as drivers of gastric cancer by the TCGA and which also co-occur with CDH1 

mutations [Wang et. al., 2014; cBioPortal].

The engineered organoids will then be orthotopically implanted and allowed to grow for up to 12 months.  

Although several orthotopic models of gastric cancer are available, we have elected to use the published,

non-surgical, electrocoagulation-based orthotopic mouse model of gastric cancer, as this model most 

closely mimics the development of gastric cancer in the human setting and will cause the least 

discomfort out of the available orthotopic methods [Bhullar et al., 2010]. The technology for this method 

is in place in collaboration with the group in the United States that developed the method. At multiple

time points within the 12 month time frame, mice will be sacrificed and submitted to the NKI Animal 

Pathology Department for pathological evaluation of gastric tumor growth. This will provide us 

information on the critical limit regarding the number of mutations needed in order for normal gastric 

tissue to transition to gastric cancer in a CDH1 mutated background. It will also provide insight on 

whether the specific mutations, rather than the sheer number of mutations, is important. We additionally 

hope to correlate our data with malignancy.

It worth mentioning that it is important to validate the results of our screen in an orthotopic 

setting rather than a subcutaneous setting, for 2 reasons:  1.) orthotopic models provide 

several important advantages over other systems, including physiologically relevant:



progression of disease, tumor-host interactions, development of metastases, and organ-

specific gene expression [Killion et. al., 1998] 2.) we aim to identify early drivers of gastric 

cancer, thus we expect the resulting lesions to be very small and minimally invasive and

gastric cancer almost never metastasizes to the subcutaneous space suggesting that this 

environment is not supportive enough for minimally invasive gastric tumor growth. Therefore, 

it is highly likely that our engineered organoids would not grow out in the subcutaneous 

setting and we would miss out on validating important hits. For this same reason, it is not 

possible to monitor our mice by in vivo imaging techniques, as we expect the lesions to be 

smaller than the limit of detection.

Later in the application, we propose to test a subset of organoid lines in a subcutaneous model.  

However, this subset will be composed of organoid lines that contain combinations of mutations, rather 

than single driver mutations, and which have already been shown in either the orthotopic model or by in 

vitro tests to be highly malignant. This platform will not be used to confirm the driver mutations 

identified by our screen.

We recognize that the orthotopic technique induces more discomfort to the animals and can be more 

difficult to perform in a reproducible manner. However, as our results will be used to guide patient 

treatment, it is of the utmost importance that we mimic the physiological setting as closely as possible.  

In order to make this technique as reproducible as we can, we have requested mice for pilot studies not 

only to establish and optimize the method in our institute, but also for training animal technicians in 

performing this technique. We feel that these pilots are important since, with optimized protocols and 

well-trained technicians, the results of an experiment become more reliable and require less mice. 

We would also like to test our more malignant engineered organoid lines in a subcutaneous model. This 

is an important step, as it will provide us with information regarding whether any of the driver mutations 

that we identify lead to particularly aggressive gastric cancer. If the tumors grow subcutaneously, this 

will allow us to both confirm the tumorigenicity of these engineered organoid lines and allow us to look at

the invasiveness of the lines. It will also provide us with a tool to grow a larger number of tumor cells for 

further genetic and biochemical analyses. Plus, it has the added advantage that these tumors, which are 

likely to be more aggressive, are visible under the skin (rather than internal) and can be closely 

monitored to minimize animal suffering.

This project has direct clinical relevance and will allow us to provide better screening in CDH1 mutation 

carriers, resulting in more personalized treatment regimens - to prevent overtreatment of some patients 

and to provide early, aggressive treatments to those who would benefit. Once we have the information 

on which mutations are needed to develop gastric cancer, we will develop a genetic test which can be 

used to screen biopsies obtained from patients in order to identify whether the patient has developed 

mutations in any of these genes. This will allow us to identify cancerous cells at an early time point, 

hopefully even before they have developed into a tumor. Since HDGC is difficult to diagnose by current 

methods, we hope that this will be a step forward in screening these families and provide a tool for a 

more timely (i.e. delayed) removal of the stomach or, in some cases, not removing the stomach, since

penetrance of the CDH1 mutation is not 100%.

For a visual overview of the project proposal, including decision points, please see the 

included flowchart.

3.4.2 Provide a basic outline of the different components of the project and the type(s) of animal 

procedures that will be performed.

1. Perform an unbiased screen for drivers of CDH1-mutated diffuse gastric 

cancer

We will use mice containing CDH1 and Cas9 conditional alleles from Stefano Annunziato (Jos Jonkers’s 

lab at the Netherlands Cancer Institute), as well as a lentivirally delivered Cre protein, to delete CDH1 

and activate Cas9 specifically in the stomach. A lentiviral gRNA library will be cloned into the same

plasmid as the Cre and, therefore, will be delivered concurrently. We will do this by surgically opening 

the abdomen of an anesthetized mouse and delivering the magnetized Cre/gRNA library in a buffer 



solution by injection into the stomach.  A magnet will be placed under the stomach and, after 20

minutes, the magnet will be removed and the abdomen of the mouse surgically closed [Scherer et. al., 

2002].  Mice will also be treated with analgesics before and after surgery for pain management. At 4

time points, the mice will be sacrificed and the stomachs submitted to the NKI Animal Pathology 

department for sectioning, H&E staining, and pathological examination. Stomach tissue will then be

scraped from the slides and submitted for sequencing to identify candidate gastric cancer driver 

mutations.

2. Validate hits in an orthotopic model of gastric cancer

To validate the hits from the in vivo screen, we will first engineer organoid lines to contain mutations in 

our genes of interest using the CRISPR/Cas9 system. Then we will follow the procedures of an 

established orthotopic model of gastric cancer using a published electrocoagulation-based method

[Bhullar et. al., 2013]. This involves placing a flexible plastic gavage tube down the throat of an 

anesthetized mouse. Next, a rounded-tip metal electrode is passed down the gavage tube and a low dose 

of electricity is applied, causing a superficial injury to the gastric mucosa. The electrode is removed and 

organoids in a basement membrane mimic are injected down the gavage tube to the site of superficial 

injury. Based on previous publications (and the results from the in vivo screen) we can expect that 

gastric tumors will form within 12 months and can then be used for further study (pathological 

examination, DNA, RNA, protein isolation, etc.) [Shimada et al., 2012; Humar et al., 2009]. We will first 

troubleshoot using human gastric cancer organoids from our in-lab biobank and mouse cancer cells, then 

we will use this system to test the tumorigenic potential of each of the mutant human and mouse 

organoid lines in vivo.

3. Test for invasiveness in a subcutaneous model of gastric cancer

We would also like to explore the malignancy of a subset of our engineered organoid lines in a 

subcutaneous model of gastric cancer. This will allow us to examine the invasiveness of the lines and it 

will provide us with a tool to grow a larger number of tumor cells for further genetic and biochemical 

analyses. This method involves subcutaneous injection of our organoids of interest in the rear flank of an 

anaesthetized mouse, followed by a waiting and monitoring period of up to 12 months (or until the 

resulting tumor reaches a volume of 1500mm3, whichever occurs first).

3.4.3 Describe the coherence between the different components and the different steps of the project. If 

applicable, describe the milestones and selection points.

This project application is based on the identification and validation of genes which lead to the initiation 

of diffuse gastric cancer in a CDH1 mutated genetic background. The experiments described in this 

project proposal are all focused on the identification and validation of these genes, which will allow us to 

develop a genetic test to be used in the clinic to identify early signs of progression of gastric cancer.

Therefore, the overall aim of this project is twofold: 1.) to better understand the genetics behind 

hereditary gastric cancer, which will allow us to 2.) explore better screening options that may be applied 

to the clinic. The major milestones of this project are:

1. Perform an unbiased, in vivo screen for drivers of CDH1-mutated diffuse gastric cancer.

2. Validate hits in an orthotopic model of gastric cancer.

3. Test for invasiveness in a subcutaneous model of gastric cancer.

3.4.4 List the different types of animal procedures. Use a different appendix ‘description animal 

procedures’ for each type of animal procedure.

Serial number Type of animal procedure 

1 In vivo screen for drivers of gastric cancer

2 Orthotopic models of gastric cancer

3 Subcutaneous models of gastric cancer

4                      

5

6

7



8

9

10



START: Test Cre 

function/optimal 

titer 

Perform in vivo 

screen 

Test Cre 

function/optimal titer 

with acid blockers 

Do not perform 

screen and test TCGA 

candidate drivers in 

orthotopic model 

Validate TCGA 

candidate drivers in 

orthotopic model 

Validate hits from 

screen and TCGA 

candidate drivers in 

orthotopic model 

Test malignancy in 

subcutaneous model 

Test malignancy in 

subcutaneous model 

End experiments 

End experiments 

Perform in vivo 

screen with acid 

blockers 

Test malignancy in 

subcutaneous model 

End experiments 

Experiment succeeds 

Experiment fails 



1 General information

1.1 Provide the approval 

number of the ‘Netherlands 

Food and Consumer 

Product Safety Authority’.

30100

1.2 Provide the name of the 

licenced establishment.
Stichting Het Nederlands Kanker Instituut - Antoni van Leeuwenhoek 

Ziekenhuis

1.3 List the serial number and 

type of animal procedure. 

Use the serial numbers 

provided in Section 3.4.4 of 

the Project Proposal form.

Serial number Type of animal procedure

1 In vivo screen for drivers of gastric cancer

2 Description of animal procedures

A. Experimental approach and primary outcome parameters

Describe the general design of the animal procedures in relation to the primary outcome parameters. 

Justify the choice of these parameters.

This appendix describes an unbiased in vivo screen to identify drivers of gastric cancer in a CDH1 

mutated background.  

The screen will be performed in immune competent mice containing CDH1 and Cas9 conditional alleles

(from Jos Jonkers’s lab at the Netherlands Cancer Institute). Importantly, these mice are known to be

immune tolerant to Cas9 expression [Annunziato et al., 2016]. We will use a lentivirally delivered Cre 

protein to delete CDH1 and activate Cas9 specifically in the stomach, in combination with a lentiviral 

gRNA library, which has been cloned into the same plasmid as the lentiviral Cre (pLentiCre). In vitro tests 

with organoids containing a conditional CDH1 allele and electroporated with pLentiCre have confirmed 

that the Cre cassette is functional. We have chosen to use a lentivirally delivered Cre, rather than a 

traditional promoter-driven Cre, because it is not yet known which cells in the stomach epithelium are 

the origin of diffuse gastric cancer.  We will perform the screen by combining the Cre/gRNA library 

mixture with commercially available magnetic particles, which are designed for in vivo use and which 

have been used successfully by other groups for lentiviral transduction of the stomach epithelium,

indicating that transduction in the acid environment of the stomach is possible [Magnetofection, 

Ozbiosciences; Scherer et. al., 2002]. Then, we will surgically open the abdomen of an anesthetized 

mouse and deliver 0.2mL of the Cre/gRNA library mixture in a buffer solution by injection into the 

stomach.  A commercially available magnet will be placed under the stomach and, after 20 minutes, the 

magnet will be removed and the abdomen of the mouse surgically closed [protocol, Ozbiosciences].

Since stomach emptying time is, on average 2 minutes (+/- 1 minute) in fasted mice, the magnet 

ensures that the viral particles are kept in contact with the stomach epithelium long enough for viral 
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transduction to occur [Roda et. al., 2010].  We have elected to use this method, rather than a gastric 

clamp to prevent stomach emptying during the 20 minute treatment, because it will avoid the possible 

risk of additional discomfort due to ischemia. Mice will also be treated with analgesics before and after 

surgery for pain management.  At multiple time points post-treatment, the mice will be sacrificed and the 

stomachs submitted to the NKI Animal Pathology department for sectioning, H&E staining, and 

pathological examination. After scanning the slide images into a digital image storage program, areas 

affected by gastric cancer will be identified by a pathologist.  These areas will then be manually scraped 

from the slides using a razor blade.  DNA will be extracted from the scraped tissue and submitted for 

sequencing to identify candidate gastric cancer driver mutations.

In order to perform our screen using the correct conditions, which will not only ensure reliable results but 

will also minimize the number of mice needed and the discomfort caused to each mouse, we will need to 

perform some optimization experiments.  First, we will need to validate the in vivo viral transduction 

method and ensure that our lentivirally delivered Cre is catalytically active in the acid environment of the 

stomach.  We will also perform an experiment to determine the optimal lentiviral titer to use for in vivo 

transduction.  Only after we have ensured that the Cre is functional, and we have identified the optimal 

lentiviral titer to use for in vivo transduction, will we proceed with the screen.

Describe the proposed animal procedures, including the nature, frequency and duration of the treatment. 

Provide justifications for the selected approach.

The aim of this procedure is to allow us to identify drivers of CDH1-mutated gastric cancer. We will do 

this using a lentivirally delivered Cre on the same plasmid as a gRNA library targeting all genes known to 

be mutated in CDH1-mutated gastric cancer in humans.

Nature of procedure: This procedure involves fasting the mice overnight (with free access to water) 

before the procedure to ensure an empty stomach in preparation for treatment with lentiviral particles 

the next day. Pain relief will be administered prior to surgery and post-surgery according to the NKI 

“Anaesthesia and Pain Relief SOP”. Anaesthesia will be given by isoflurane, according to the NKI 

“Anaesthesia and Pain Relief SOP”, then we will surgically open the abdomen of an anesthetized mouse 

and deliver 0.2mL of magnetized Cre/gRNA library lentivirus in a buffer solution by injection into the 

stomach. A commercially available magnet will be placed under the stomach and, after 20 minutes, the 

magnet will be removed and the abdomen of the mouse surgically closed. Mice will be treated with 

analgesics before and after surgery for pain management. The mouse will be kept warm during the 

procedure using a heating pad and body temperature will be monitored to prevent under- or overheating.

First, we will need to perform up to 3 validation experiments: 1.) to ensure that the in vivo viral 

transduction method works 2.) to determine whether our Cre construct results in effective Cre activity

and 3.) to determine whether acid blockers enhance in vivo viral transduction.  To test point 1.) and 

point 2.), we will perform an experiment to determine the optimal lentiviral titer to use for in vivo 

transduction.  We will do this using mT/mG reporter mice and lentivirally delivered Cre, which will give a 

visual readout of transduction efficiency: if cells are green, they have received a catalytically active Cre 

protein; if cells are red, they have not.  Since we want to perform our screen at a low multiplicity of 

infection, we will choose a lentiviral titer that results in not more than 50% of the cells expressing GFP.  

Of course, it is possible that the acidic environment of the stomach will interfere with the efficiency of 

lentiviral transduction.  If we do not see evidence of GFP expression at any of the viral concentrations 

that we test, we will address point 3.) and repeat the experiment with the additional treatment of acid 

blockers. If treatment with acid blockers does not increase the transduction efficiency, we will not use 

them in the actual in-vivo screen described below, since it causes additional discomfort to the mice with 

no additional benefit. Alternatively, if we do not see evidence of GFP expression at any of the viral 

concentrations that we test, and with the inclusion of acid blockers, then we will not proceed with the 

screen. Once we have identified the optimal lentiviral titer to use for in vivo transduction, and whether 

acid blockers are needed, we will proceed with the screen.

Within 12 months, the mice will be sacrificed and the stomachs submitted to the NKI Animal Pathology 

department for sectioning, H&E staining, and pathological examination. After scanning the slide images 

into a digital image storage program, the stomach tissue will be scraped from the slides and submitted 



for sequencing to identify candidate gastric cancer driver mutations. 

Frequency and duration of treatment: Each  mouse will be subjected to this procedure one time and we 

expect the procedure to last approximately 45 minutes.

Justification for the selected approach: We have chosen this approach because it will allow us to perform 

an unbiased screen for drivers of CDH1-mutated gastric cancer. By including gRNAs against all genes 

known to be mutated in CDH1-mutated gastric cancer in humans, we feel we have the best chance of 

identifying those genes which drive gastric cancer in a CDH1-mutated background, while using the 

smallest number of animals possible.

Describe which statistical methods have been used and which other considerations have been taken into 

account to minimise the number of animals.

For the initial set-up experiment, we would like to request 20 animals per group.  Since this method has 

not been performed previously in the institute, we expect this first experiment to require more animals 

than we would normally request.  For all of the following set-up and optimization experiments, we would 

like to request 10 animals per group.  This number is based on institute-wide experience with setting up 

mouse models of cancer.

For our in vivo screen, we would like to request 5 animals per control group and 10 animals per 

experimental group.  As a supporting calculation we used a One Sided T-test.  In this calculation, we 

assume a mean of 1 for the control group (number of significantly enriched gRNAs) and 10 for the 

experimental groups, and a variance of 1 and 5, respectively.

B. The animals

Specify the species, origin, estimated numbers, and life stages. Provide justifications for these choices.

Species: mus musculus. 

Origin: mT/mG mice (own breeding or commercial supplier) and mice containing conditional alleles for 

CDH1 and Cas9 (own breeding).

Life stage: adult (both male and female, in proportional quantities).

Justification: Mice are a commonly used animal model in oncology studies due to their short generation 

time and ease of genetic manipulation. Mice also share a similar organ structure to humans and have 

considerable genetic conservation as compared to humans. Furthermore, much research using mice has 

been conducted, resulting in the availability of many genome-wide data sets and advanced tools for 

genetic and biological manipulation, including tumor models, cell lines, and xenograft platforms.

Estimated numbers for in-vivo screen:

In vivo screen set-up pilot:

As we would like to transduce the cells of the stomach epithelium at a low multiplicity of infection, we will 

first need to experimentally determine the optimal viral titre to use. We can do this with a lentiviral Cre 

protein and mT/mG mice, which expresses membrane-targeted tandem dimer Tomato (mT) prior to Cre-

mediated excision and membrane-targeted green fluorescent protein (mG) after excision [Muzumdar et. 

al. 2007]. Therefore, cells which receive a catalytically active viral Cre protein will become green. We will 

aim for a viral titre which results in GFP expression in the greatest percentage, but not more than 50%,

of the stomach epithelial cells. To determine the percentage of stomach cells which have received an 

active lentiviral Cre, we will sacrifice the mice after 4 days in order to remove the stomachs for molecular 

examination.

Based on published experiments by other groups, we would like to test a range of lentiviral titres from 

10^3 to 10^11 PFU per mL [Afrazi et. al., 2014; Polyak et. al., 2008; Scherer et. al., 2002].

Since all new procedures have a learning curve, and we need to establish this method in our 

institute, we would like to use 20 animals per group in 6 groups, covering a range of viral 

titers:



1. Buffer without lentiviral Cre

2. Lentiviral Cre in buffer at viral titre #1

3. Lentiviral Cre in buffer at viral titre #2

4. Lentiviral Cre in buffer at viral titre #3

5. Lentiviral Cre in buffer at viral titre #4

6. Lentiviral Cre in buffer at viral titre #5

Therefore, we will use 120 mice for this pilot study.

If we find that the cells of the stomach are being transduced at a very low efficiency, it is possible that 

this is due to the acidic environment of the stomach dissolving the lentiviral particles or inactivating the 

Cre protein.  Therefore, in this case, we will repeat this set-up pilot in mT/mG mice with the addition that 

we will also treat the mice with acid blockers.  We will follow a previously published protocol, whereby 

mice receive subcutaneous pantoprazole (0.4 mg in 0.2 mL) twice daily for 2 days prior to the lentiviral 

infusion [Stiefel et. al., 2006].  Then we will follow the same procedure as above.

Again, based on published experiments by other groups, we would like to test a range of lentiviral titres 

from 10^3 to 10^11 PFU per mL [Afrazi et. al., 2014; Polyak et. al., 2008; Scherer et. al., 2002].  In 

this pilot study, we would like to use 10 animals per group in 6 groups, covering a range of viral titers:

1. Buffer without lentiviral Cre

2. Lentiviral Cre in buffer at viral titre #1

3. Lentiviral Cre in buffer at viral titre #2

4. Lentiviral Cre in buffer at viral titre #3

5. Lentiviral Cre in buffer at viral titre #4

6. Lentiviral Cre in buffer at viral titre #5

Therefore, we will use 60 mice for this pilot study, if it is necessary. If treatment with acid 

blockers does not increase the transduction efficiency, we will not use them in the actual in-

vivo screen described below, since it causes additional discomfort to the mice with no 

additional benefit.

In-vivo screen training:

As we may make advantage of the Animal Intervention Unit at the NKI, which is available to perform 

experiments on behalf of researchers, we would like to train up to a total of 4 staff from the Intervention 

Unit.  We will perform the experiments as described above (with or without acid blockers, as needed, 

based on the results of the experiment above) and would like to use 10 mT/mG mice per trainee, which 

we think will allow us sufficient practice in establishing the method.  We will perform these training 

sessions using the lentiviral Cre titer identified in the pilot experiments above. We feel this training is 

important since, with well-trained technicians, the results of an experiment become more 

reliable and require less mice. Since this is a training step and not an experiment which requires 

extensive controls, we will use only a single group of mice:

1. Lentiviral Cre in buffer at previously identified viral titre

To determine the percentage of stomach cells which have received an active lentiviral Cre, we will

sacrifice the mice after 4 days in order to remove the stomachs for molecular examination.

Please note that we do not plain to train all 4 people at once, but training will be done as 

needed over a period of 5 years. Therefore, we will use a maximum of 40 mice for this 

training.

In vivo screen experimental set-up:

For the in vivo screen, we will use mice containing a conditional CDH1 and Cas9 allele. If necessary, 

based on the findings of the acid-blocker experiment described above, mice will receive subcutaneous

pantoprazole (0.4 mg in 0.2 mL) twice daily for 2 days prior to the procedure [Stiefel et. al., 2006].  

We would like to include 6 time points to ensure that we do not miss any hits – either particularly 

aggressive hits or hits which result in later development of gastric cancer.  Based on previous 

publications, we can expect a time range between 2-12 months is reasonable [Shimada et al., 2012; 

Humar et al., 2009]. A typical study will contain 12 control groups (one negative control group at each 



time point and one positive control group at each time point), with 5 mice per group:

1. Mice treated with buffer only and sacrificed at post-treatment time point 1

2. Mice treated with buffer only and sacrificed at post-treatment time point 2

3. Mice treated with buffer only and sacrificed at post-treatment time point 3

4. Mice treated with buffer only and sacrificed at post-treatment time point 4

5. Mice treated with buffer only and sacrificed at post-treatment time point 5

6. Mice treated with buffer only and sacrificed at post-treatment time point 6

7. Mice treated with lentiviral Cre and gRNAs against TP53 and sacrificed at post-treatment time

point 1

8. Mice treated with lentiviral Cre and gRNAs against TP53 and sacrificed at post-treatment time

point 2

9. Mice treated with lentiviral Cre and gRNAs against TP53 and sacrificed at post-treatment time

point 3

10. Mice treated with lentiviral Cre and gRNAs against TP53 and sacrificed at post-treatment time

point 4

11. Mice treated with lentiviral Cre and gRNAs against TP53 and sacrificed at post-treatment time 

point 5

12. Mice treated with lentiviral Cre and gRNAs against TP53 and sacrificed at post-treatment time 

point 6

And 6 experimental groups, with 10 mice per group:

1. Mice treated with lentiviral Cre and the experimental gRNA library and sacrificed at post-

treatment time point 1

2. Mice treated with lentiviral Cre and the experimental gRNA library and sacrificed at post-

treatment time point 2

3. Mice treated with lentiviral Cre and the experimental gRNA library and sacrificed at post-

treatment time point 3

4. Mice treated with lentiviral Cre and the experimental gRNA library and sacrificed at post-

treatment time point 4

5. Mice treated with lentiviral Cre and the experimental gRNA library and sacrificed at post-

treatment time point 5

6. Mice treated with lentiviral Cre and the experimental gRNA library and sacrificed at post-

treatment time point 6

Therefore, one repetition of the in vivo screen will require 120 mice.  We would like to repeat 

the experiment three independent times, which results in a total of 360 mice over 5 years.

The total number of mice requested for the in-vivo screen section of the proposal is: 580

C. Re-use

Will the animals be re-used?

X No, continue with question D.

Yes >  Explain why re-use is considered acceptable for this animal procedure.

Are the previous or proposed animal procedures classified as ‘severe’?

X No

Yes> Provide specific justifications for the re-use of these animals during the procedures.

D. Replacement, reduction, refinement

Describe how the principles of replacement, reduction and refinement were included in the research 

strategy, e.g. the selection of the animals, the design of the procedures and the number of animals.

Replacement:

In silico research will be performed and critically evaluated prior to beginning any in vivo work. However, 



as cancer is a complex disease, and we hope to translate our findings to the clinical setting, our 

experiments cannot be limited to results from in silico analysis. Organoids, cells, and computer models 

are not yet sophisticated enough to mimic factors such as the stroma, oxygen supply, the immune 

system, and metabolism, and therefore cannot yet replace in vivo screens.

Reduction:

We have elected to perform an unbiased screen for drivers of gastric cancer, as this provides us with a 

balance between having the best chance of identifying those genes which drive gastric cancer in a CDH1-

mutated background, while using the smallest number of animals possible. The proposed number of 

animals per group (n=5-20 animals) is based on institute-wide experience with these types of 

experiments, as well as statistical calculations. Further reduction of the number of animals per cohort 

would decrease the statistical power of the experiments. 

Refinement:

By performing pilots to set up the method, to optimize the method, and to properly train personnel, we 

aim to minimize the discomfort to the animals involved.  Additionally, we will administer analgesics 

according to the NKI “Anaesthesia and Pain Relief SOP” and mice will be closely monitored for signs of 

discomfort.  If we have to test the effect of acid blockers and we find that their use confers no 

experimental advantage, we will not we will not use them in the actual in-vivo screen described below, 

since the extra treatment will, by definition, cause additional discomfort to the mice. The procedure will 

be performed only once, under anaesthesia, and in an appropriate volume (0.2mL).  We have also 

chosen this procedure over another available procedure involving a gastric clamp to prevent stomach 

emptying, which could cause ischemia and result in additional discomfort to the mice.  Mice will be 

closely monitored during the immediate post-surgical period.

Explain what measures will be taken to minimise 1) animal suffering, pain or fear and 2) adverse effects 

on the environment.

We realize that the procedures described in this appendix will inevitably cause stress and suffering to the 

animals. In order to minimize these effects, we will adhere to the general and internationally accepted 

rules (Code of Practice) of handling lab animals in oncology [Workman et. al., 2010]. Under these rules,

the animals will be humanely killed when any humane endpoint is reached. Additionally, mice will be 

anaesthetized during the surgical procedure and treated with analgesics before and after surgery for pain 

management according to the NKI “Anaesthesia and Pain Relief SOP”.  Furthermore, mice are housed in 

state-of-the-art, individually ventilated cages. As standard procedure, mice in our facility are group-

housed and provided with cage enrichment, bedding, and free access to food and water. To minimize 

adverse effects on the environment, procedures requiring the use of lentivirus will be done in a special 

ML-II certified sub-facility within our animal facility.  

Repetition and duplication

E. Repetition

Explain what measures have been taken to ensure that the proposed procedures have not already been 

performed. If applicable, explain why repetition is required.

Not applicable.

Accommodation and care

F. Accommodation and care

Is the housing and care of the animals used in experimental procedures not in accordance with Annex III 

of the Directive 2010/63/EU? 

x No 

Yes > If this may adversely affect animal welfare, describe how the animals will be housed and 

provide specific justifications for these choices.

G. Location where the animals procedures are performed

Will the animal procedures be carried out in an establishment that is not licenced by the NVWA?



x No > Continue with question H.

Yes > Describe this establishment.

Provide justifications for the choice of this establishment. Explain how adequate housing, care and 

treatment of the animals will be ensured.

Classification of discomfort/humane endpoints

H. Pain and pain relief

Will the animals experience pain during or after the procedures?

No > Continue with question I.

x Yes > Will anaesthesia, analgesia or other pain relieving methods be used?

                No > Justify why pain relieving methods will not be used.

                          

               x Yes > Indicate what relieving methods will be used and specify what measures will be taken 

to ensure that optimal procedures are used.

Within the NKI, we have developed a standard operation protocol that describes the most appropriate 

methods for anaesthesia and analgesia for each (surgical) procedure. This protocol has been developed 

by the animal welfare officer of the NKI and may be subject to change when new concepts or ideas about 

optimal anaesthesia/analgesia evolve. Based on the current protocol, the most appropriate anaesthetic 

for our application is isofluorane and analgesics are Rimadyl and Temgesic.

I. Other aspects compromising the welfare of the animals

Describe which other adverse effects on the animals’ welfare may be expected?

Similar to cancer patients, animals carrying tumors in internal organs may develop dysfunction of the 

involved organs, or other complications due to metastasis (although we do not expect this to occur as we 

aim to induce minimal mutational burden and looking for initial drivers of tumorigenesis). Although,

based on previously published results [Shimada et al., 2012; Humar et al., 2009], we expect that all 

mice will be sacrificed before a humane endpoint is reached, the mice may undergo moderate discomfort 

due to tumor growth. Specifically in the case of gastrointestinal tumors, obstruction of the gastro-

intestinal tract may occur. Alternatively, the mice may experience weight loss, blood in feces, diarrhea, 

or obstruction of the GI tract. Mice which undergo surgery may experience improper wound healing or 

infection due to the surgical procedure.  Should any signs of discomfort be detected, the mouse will be 

observed daily and the decision to sacrifice the mouse will be made with the help of the NKI animal 

welfare officers. If a humane endpoint is reached, the mouse will be sacrificed immediately

Explain why these effects may emerge.

These effects are an unavoidable consequence of tumor growth.

Indicate which measures will be adopted to prevent occurrence or minimise severity.

In general, the effects on the wellbeing of the mice due to tumor growth cannot be completely avoided.

In order to minimize the burden on the mice, they will be monitored for signs of distress (hunched back, 

lack of grooming, blood in feces, signs of infection, significant weight loss) and killed when any of the 

humane endpoints described below are met. Nevertheless, unforeseen complications may arise. In such 

cases, we will attempt to find solutions which minimize the impact of unforeseen complications, for

example, by providing easy access to food (mush-feeding), taking into account the humane endpoints 

below.

J. Humane endpoints

May circumstances arise during the animal procedures which would require the implementation of 

humane endpoints to prevent further distress?

No > Continue with question K.



X Yes > Describe the criteria that will be used to identify the humane endpoints.

We will adhere to the Code of Practice of lab animals used in oncology, in line with internationally agreed 

rules (see P. Workman et al. Guidelines for welfare and use of animals in cancer research. Br J Cancer 

2010; 102: 1555-1577). In general, the most important humane endpoints that apply are:

- Lack of wound healing after surgery.

- Signs of infection after surgery.

- Weight loss of more than 20% of the initial body weight, measured from the start of treatment 

of adult animals.

- Severe abnormal breathing.

- Evidence of abnormal stool (for example, blood in the stool).

- Severe abnormal behavior (for example: lack of grooming, humched posture, pilo-erection).

Indicate the likely incidence.

For the in vivo screen, we expect that all mice will develop gastric cancer.  But, since we are infecting at 

a low MOI and previously identified (i.e. the most aggressive) drivers take 6-9 months for gastric cancer 

to form, we do not expect any mice to reach a humane endpoint [Shimada et al., 2012; Humar et al., 

2009].

K. Classification of severity of procedures

Provide information on the expected levels of discomfort and indicate to which category the procedures 

are assigned (‘non-recovery’, ‘mild’, ‘moderate’, ‘severe’). 

Our in vivo screen involves surgery under anaesthesia and the development of tumors in the stomach, an 

internal organ. Although we expect that all mice will be sacrificed before a humane endpoint is reached,

the mice may undergo moderate discomfort due to tumor growth, including weight loss, blood in feces, 

diarrhea, or obstruction of the GI tract. As all mice will undergo surgery under anaesthesia and are also 

expected to develop gastric cancer, we expect 100% of our mice to experience moderate discomfort.

Additional discomfort due to procedures:

Simple but frequent handlings, like weighing: mild discomfort.

We expect that mice under this appendix will experience mild, moderate, and severe discomfort in: 0,

100, and 0% of the cases, respectively.

End of experiment

L. Method of killing

Will the animals be killed during or after the procedures?

No

x Yes > Explain why it is necessary to kill the animals during or after the procedures.

In order to do a full pathology exam on the tumors, and necropsy on the mice (to look for metastases),

it is necessary to remove the affected organ(s). Therefore, the mice will need to be sacrificed at the end 

of the experiment.

Is the proposed method of killing listed in Annex IV of Directive 2010/63/EU?

                No > Describe the method of killing that will be used and provide justifications for this 

choice.

                               

                x Yes 



1 General information

1.1 Provide the approval 

number of the ‘Netherlands 

Food and Consumer 

Product Safety Authority’.

30100

1.2 Provide the name of the 

licenced establishment.
Stichting Het Nederlands Kanker Instituut - Antoni van Leeuwenhoek 

Ziekenhuis

1.3 List the serial number and 

type of animal procedure. 

Use the serial numbers 

provided in Section 3.4.4 of 

the Project Proposal form.

Serial number Type of animal procedure

2 Orthotopic models of gastric cancer

2 Description of animal procedures

A. Experimental approach and primary outcome parameters

Describe the general design of the animal procedures in relation to the primary outcome parameters. 

Justify the choice of these parameters.

This appendix describes the validation of candidate drivers of CDH1-mutated gastric cancer using an in 

vivo orthotopic mouse model. 

For this, we will engineer CDH1-mutated, but non-cancerous, gastric organoid lines to contain mutations 

in candidate genes in order to test the ability of each line to form tumors in an orthotopic mouse model 

of gastric cancer. We will prioritize candidates based on the significance of enrichment of each gRNA, the 

frequency which these mutations are found in CDH1 mutated gastric cancer patients, and the function of 

each candidate gene. In order to confirm that the hits we identify in mice translate to the patient 

setting, we will validate our hits with both mouse and human CDH1 mutant gastric organoids.

Accordingly, we will use both CDH1/Cas9 conditional mouse gastric organoid lines, and CDH1 mutant 

human gastric organoid lines, both of which we already have growing in the lab, to validate our hits. For 

this validation test, we will create organoid lines with targeted mutations in these genes using the 

CRISPR/Cas9 genome editing system.  Then we will test the tumorigenic potential of the individual lines

in a non-surgical orthotopic mouse model [Bhullar et al., 2010]. The technology for this method is in 

place in collaboration with the group in the United States that developed the method and we will 

troubleshoot the system first using organoids/cells that are known to grow well in vitro.  If we are unable 

to optimize the system at this stage, we will not proceed.

It worth mentioning that it is highly likely that our engineered organoids would not grow out 

in the subcutaneous setting and we would miss out on validating important hits. For this same 

reason, it is not possible to monitor our mice by in vivo imaging techniques, as we expect the 
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lesions to be smaller than the limit of detection.

Gastric tumors are expected to form within 12 months and can then be used for further study 

(pathological examination, DNA, RNA, protein isolation, etc.) [Shimada et. al., 2012; Humar et. al., 

2009]. At multiple time points after orthotopic implantation, but within 12 months after the procedure, 

the mice will be sacrificed and submitted to the NKI Mouse Pathology Department for pathological 

examination to determine whether tumors have formed.

We would also like to identify combinations of mutations which are likely to result in more aggressive 

gastric carcinomas. We will do this by creating an allelic series ranging from single, to all possible 

combinations of double and triple mutations of those genes which are identified as bona fide hits in the 

previous experiment. To select the genes which will be tested in this experiment, we will take into 

account the malignancy of the mutations observed in the previous orthotopic validation experiment, as 

well as the frequency with which the genes are mutated in patient samples. Included in our experimental 

groups, we will also perform this experiment with three genes previously identified as drivers of gastric 

cancer by the TCGA and which also co-occur with CDH1 mutations [Wang et. al., 2014; cBioPortal].

These organoids will then be orthotopically implanted and allowed to grow for up to 12 months. At 

multiple time points within the 12 month timeframe, mice will be sacrificed and submitted to the NKI 

Animal Pathology Department for pathological evaluation of gastric tumor growth. This will provide us 

information on the critical limit regarding the number of mutations needed in order for normal gastric 

tissue to transition to gastric cancer in a CDH1 mutated background. It will also provide insight on 

whether the specific mutations, rather than the sheer number of mutations, is important. We additionally 

hope to correlate our data with malignancy.

Describe the proposed animal procedures, including the nature, frequency and duration of the treatment. 

Provide justifications for the selected approach.

The aim of our this appendix is to validate candidate drivers of CDH1-mutated gastric cancer using an 

orthotopic mouse model. The technology for this method is in place in collaboration with the group in the 

United States that developed the method.

Nature of procedure: This procedure involves fasting the mice overnight (with free access to water) 

before the procedure to ensure an empty stomach in preparation for implantation of the human 

organoids the following day. Anaesthesia will be given by isoflurane, according to the NKI “Anaesthesia 

and pain Relief” SOP, then an 18g, flexible, polyethylene gavage tube of 8cm in length is placed down 

the throat of a lightly anesthetized mouse until it contacts the stomach mucosa. The smooth passage of 

the gavage tube will be ensured to prevent injury to the esophagus and stomach during the placement.

Next, a rounded-tip 22g nickel-chromium electrode of a length just greater than the length of the gavage 

tube is passed down the gavage tube. The tip of the electrocoagulation electrode is rounded to prevent 

injury to the stomach mucosa. It is also designed so that the rounded tip of the electrode protrudes just 

beyond the end of the gavage tube. In this manner, the gavage tube protects the gastroesophageal 

mucosa during passage of the electrode into the stomach. It also provides insulation from the electricity 

which will be passed down the electrode, except for the rounded, protruding tip. 10W of electricity is then 

applied to the electrode for 1 second using a Bovie device. This causes a superficial injury to the gastric 

mucosa. Then, the electrode is removed and organoids in a basement membrane matrix are injected 

down the gavage tube to the site of superficial injury. In order to avoid movement of the gavage tube as 

much as possible, we will design a custom restraint platform to hold the mouse in a fixed position during 

the procedures. In this way, we hope to increase the tumor take rate over the published tumor take rate 

of ~70%, thereby requiring that we use less animals. 

In the original paper, 10^6 cells / 0.2mL of basement membrane matrix were used. As organoids are

different than cell lines, we may have to adjust the concentration of organoid cells / 0.2 mL basement 

membrane matrix in a small pilot experiment (included in the numbers for “Organoid numbers pilot”

below). We expect that concentrations in the range of 10^4 to 10^7 organoid cells / 0.2mL of basement 

membrane matrix will be used in our final experiments. The gavage tube is then removed and the mice 

are allowed access to water and food ad libitum 2 hours after the procedure. Gastric tumors are expected



form within 12 months and can then be used for further study (pathological examination, DNA, RNA, 

protein isolation, etc.). Within 12 months, the mice will be sacrificed and submitted to the NKI Mouse 

Pathology Department for pathological examination to determine whether tumors have formed in the 

stomach and whether there is any evidence of metastasis.

We will first troubleshoot using human gastric cancer organoids from our in-lab biobank, and a mouse 

cancer cell line, both of which are known to grow well in vitro (included in the numbers for “Model set-

up” below), then we will use this system to test the tumorigenic potential of each of the mutant human 

and mouse organoid lines in vivo. If we are unable to optimize the system at this point, then we will not 

proceed.

Frequency and duration of treatment: Each  mouse will be subjected to this procedure one time and we 

expect the procedure to last approximately 15 minutes.

Justification for the selected approach: We have chosen this approach to validate our hits for 3 reasons:

1.) Orthotopic models provide several important advantages over other systems, including physiologically 

relevant: progression of disease, tumor-host interactions, development of metastases, and organ-specific 

gene expression [Killion et. al., 1998]. 2.) We aim to identify drivers of gastric cancer, thus we expect 

the resulting lesions to be very small and minimally invasive. Gastric cancer almost never metastasizes 

to the subcutaneous space suggesting that this environment is not supportive enough for minimally 

invasive gastric tumor growth. Therefore, it is highly likely that our engineered organoids would not grow 

out in the subcutaneous setting and we would miss out on validating important hits. 3.) Although several 

orthotopic models of gastric cancer are available, we have elected to use the published 

electrocoagulation-based orthotopic mouse model of gastric cancer, as this model most closely mimics 

the development of gastric cancer in the human setting and also does not require surgery, resulting in 

less discomfort to the mice than other available methods, which all require surgery.

Describe which statistical methods have been used and which other considerations have been taken into 

account to minimise the number of animals.

For the pilot experiments to set up the method, and also for training procedures, we would like to 

request 10 animals per group. For the pilot experiments, this number is based on institute-wide 

experience with setting up new mouse cancer models. For the training experiments, we feel that 10 mice 

per trainee will allow sufficient practice and will also allow us to calculate the success of the method in 

the hands of each trainee.

For the validation of our candidate genes using engineered organoids, we would like to use group sizes of

9 animals for the control groups and 16 animals for each targeted organoid line.

As a supporting calculation we used a One Sided T-test.  We assumed a mean of 1 for the control group 

(the number of mice with tumors) and 10 for the experimental groups, and a variance of 1 and 5, 

respectively.  However, since the published tumor take rate of this orthotopic model is 70%, and we will 

require a take rate of >60%, we will therefore use 9 total animals per control group (5 / 60% = 8.33) 

and 16 total animals per experimental group (10 / 60% = 16.66).

B. The animals

Specify the species, origin, estimated numbers, and life stages. Provide justifications for these choices.

Species: mus musculus. 

Origin: mice of a genetic background matching the cancer cell line used for the pilot test (own breeding 

or commercial supplier); NOD-SCID (own breeding or commercial supplier); mice containing conditional 

alleles for CDH1 and Cas9 (own breeding).

Life stage: adult (both male and female, in proportional quantities).

Justification: Mice are a commonly used animal model in oncology studies due to their short generation 

time and ease of genetic manipulation. Mice also share a similar organ structure to humans and have 



considerable genetic conservation as compared to humans. Furthermore, much research using mice has 

been conducted, resulting in the availability of many genome-wide data sets and advanced tools for 

genetic and biological manipulation, including tumor models, cell lines, and xenograft platforms.

Orthotopic model set-up pilot and training:

New orthotopic models of (human or mouse) cancer that have not been used previously in our facility 

need to be both established and tested to determine the tumor take rate. (We will perform a second pilot 

experiment (see below) to establish the optimal number of organoid cells needed). For this purpose, we 

would like to train a total of 5 people, including staff from the Intervention Unit, using 10 mice per

trainee (the exact strain will depend on the mouse cancer line which is selected), which we think will 

allow us sufficient practice in establishing the method, and 1x10^7 cells in 0.2mL of basement 

membrane matrix, which is 10 times higher than the published number using cell lines [Bhullar et. al., 

2010]. For the training, we will use mouse cancer cells, as these cells are expected to develop into 

gastric cancer within one to two months. Within two months after the procedure, the mice will be 

sacrificed, and stomachs will be examined for evidence of gastric cancer. We feel this training pilot is 

important, since with well-trained technicians, the results of an experiment become more 

reliable and require less mice. As the published take rate is 70%, as a measure of competency after 

training, we will require a take rate of >60%. Since this is a training step and not an experiment which 

requires extensive controls, we will use only a single organoid line, which we already know grows well in 

vitro:

1. mouse cancer cells with electrocoagulation

Please note that we do not plain to train all 5 people at once, but training will be done as 

needed over a period of 5 years. Therefore, we will use a maximum of 50 mice for this pilot 

study and training.

Orthotopic model organoids numbers pilot:

As the previous publication used SNU-16 human gastric cancer cells for their experiments, which is a 

different cell line and genetic background (and a different species, in the case of our mouse organoid 

experiments), we may have to adjust the published concentration [Bhullar et. al., 2010] of organoid cells 

in 0.2 mL basement membrane matrix in a small pilot experiment. We expect that concentrations in the

range of 10^4 to 10^7 organoid cells in 0.2mL of basement membrane matrix will be used in our final 

experiments. In this pilot study, we would like to test the optimal number of cells to use for our mouse 

and human experiments. For the mouse cell number pilot, we will use a mouse strain of the same 

background as the cancer cell line that we select for use. This choice will depend on cell line availability, 

as well as the growth rate of the cell line.  For the human cell number pilot, we will use NOD-SCID 

animals. We will choose a human gastric cancer organoid line from our in-lab biobank that is known to 

grow well in vitro. We would like to use 16 adult animals per group (10 mice desired / 60% take rate = 

16 mice) in 8 groups, covering a range of organoid concentrations:

1. 1x10^7 CDH1 mutant, but non-cancerous, mouse or human gastric organoids

2. mouse cancer cells or human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) at concentration 1

3. mouse cancer cells or human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) at concentration 2

4. mouse cancer cells or human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) at concentration 3

5. mouse cancer cells or human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) at concentration 4

6. 1x10^7 mouse cancer cells or human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) without 

electrocoagulation

7. 1x10^7 CDH1 mutant, but non-cancerous, mouse or human gastric organoids without 

electrocoagulation

8. electrocoagulation without organoids

Therefore, we will use 256 mice for this pilot study.

Orthotopic model experimental set-up:

Once we have identified the correct number of organoid cells to use (in 0.2mL basement membrane 

matrix), we will perform our experiments. Our human (in adult NOD-SCID mice) and mouse (in adult 

mice containing a conditional CDH1 and Cas9 allele) studies will contain 20 control groups, with 9 mice 

per group:



1. CDH1 mutant, but non-cancerous, mouse or human gastric organoids at time point 1

2. mouse cancer cells or human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) at time point 1

3. mouse cancer cells or human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) without 

electrocoagulation at time point 1

4. CDH1 mutant, but non-cancerous, mouse or human gastric organoids without electrocoagulation

at time point 1

5. electrocoagulation without organoids at time point 1

6. CDH1 mutant, but non-cancerous, mouse or human gastric organoids at time point 2

7. mouse cancer cells or human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) at time point 2

8. mouse cancer cells or human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) without 

electrocoagulation at time point 2

9. CDH1 mutant, but non-cancerous, mouse or human gastric organoids without electrocoagulation 

at time point 2

10. electrocoagulation without organoids at time point 2

11. CDH1 mutant, but non-cancerous, mouse or human gastric organoids at time point 3

12. mouse cancer cells or human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) at time point 3

13. mouse cancer cells or human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) without 

electrocoagulation at time point 3

14. CDH1 mutant, but non-cancerous, mouse or human gastric organoids without electrocoagulation 

at time point 3

15. electrocoagulation without organoids at time point 3

16. CDH1 mutant, but non-cancerous, mouse or human gastric organoids at time point 4

17. mouse cancer cells or human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) at time point 4

18. mouse cancer cells or human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) without 

electrocoagulation at time point 4

19. CDH1 mutant, but non-cancerous, mouse or human gastric organoids without electrocoagulation 

at time point 4

20. electrocoagulation without organoids at time point 4

And 14-21 experimental groups, at 4 time points per group, with 16 mice per group, which will be made 

up of various combinations of 1, 2, or 3 mutations (taken from the list of hits from our screen and from 

the list of drivers previously identified by the TCGA [Wang et. al., 2014; cBioPortal]):

1. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 1

2. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 2

3. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 3

4. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 4

5. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 5

6. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 6

7. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 7

8. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 8

9. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 9

10. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 10

11. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 11

12. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 12

13. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 13

14. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 14

15. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 15

16. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 16

17. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 17

18. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 18

19. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 19

20. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 20

21. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 21

This results in a maximum of 1344 animals per experiment. Since we will perform studies with 



both human and mouse targeted organoids, we will use 2688 mice in these studies over 5 

years.

The total number of mice requested for the orthotopic section of this proposal is: 2994.

C. Re-use

Will the animals be re-used?

X No, continue with question D.

Yes >  Explain why re-use is considered acceptable for this animal procedure.

Are the previous or proposed animal procedures classified as ‘severe’?

X No

Yes> Provide specific justifications for the re-use of these animals during the procedures.

D. Replacement, reduction, refinement

Describe how the principles of replacement, reduction and refinement were included in the research 

strategy, e.g. the selection of the animals, the design of the procedures and the number of animals.

Replacement:

Cell culture experiments will be performed prior to beginning any in vivo work. The results of these 

experiments will be critically evaluated and in vivo tests will be undertaken only if the cell culture 

experiments are considered to be sufficiently promising. However, as cancer is a complex disease, and 

we hope to translate our findings to the clinical setting, our experiments cannot be limited to results from 

cell culture alone. Organoids, cells, and computer models are not yet sophisticated enough to mimic 

factors such as the stroma, oxygen supply, the immune system, and metabolism, and therefore cannot 

yet replace in vivo tumor models.

Reduction:

The proposed number of animals per group (n=9-16 animals) is based on institute-wide experience with 

these types of experiments, as well as statistical calculations. Further reduction of the number of animals 

per cohort would decrease the statistical power of the experiments.

Refinement:

By performing pilots to set up the method, to optimize the method, and to properly train personnel, we 

aim to minimize the discomfort to the animals involved. Additionally, we have elected to use an 

electrocoagulation-based orthotopic model of gastric cancer which (in contrast to other existing 

orthotopic models of gastric cancer) is a non-surgical method and, therefore, causes less discomfort to 

the mice. The procedure will be performed only once, under anaesthesia, and mice will be closely 

monitored in the period immediately following completion of the procedure.

Explain what measures will be taken to minimise 1) animal suffering, pain or fear and 2) adverse effects 

on the environment.

We realize that the procedures described in this appendix will inevitably cause stress and suffering to the 

animals. In order to minimize these effects, we will adhere to the general and internationally accepted 

rules (Code of Practice) of handling lab animals in oncology [Workman et. al., 2010]. Under these rules,

the animals will be humanely killed when any humane endpoint is reached. Additionally, for procedures 

Furthermore, mice are housed in state-of-the-art, individually ventilated cages. As standard procedure, 

mice in our facility are group-housed and provided with cage enrichment, bedding, and free access to 

food and water.

Repetition and duplication

E. Repetition

Explain what measures have been taken to ensure that the proposed procedures have not already been 

performed. If applicable, explain why repetition is required.

Not applicable.



Accommodation and care

F. Accommodation and care

Is the housing and care of the animals used in experimental procedures not in accordance with Annex III 

of the Directive 2010/63/EU? 

x No 

Yes > If this may adversely affect animal welfare, describe how the animals will be housed and 

provide specific justifications for these choices.

G. Location where the animals procedures are performed

Will the animal procedures be carried out in an establishment that is not licenced by the NVWA?

x No > Continue with question H.

Yes > Describe this establishment.

Provide justifications for the choice of this establishment. Explain how adequate housing, care and 

treatment of the animals will be ensured.

Classification of discomfort/humane endpoints

H. Pain and pain relief

Will the animals experience pain during or after the procedures?

No > Continue with question I.

x Yes > Will anaesthesia, analgesia or other pain relieving methods be used?

                No > Justify why pain relieving methods will not be used.

                          

               x Yes > Indicate what relieving methods will be used and specify what measures will be taken 

to ensure that optimal procedures are used.

Within the NKI, we have developed a standard operation protocol that describes the most appropriate 

methods for anaesthesia and analgesia for each procedure. This protocol has been developed by the 

animal welfare officers of the NKI and may be subject to change when new concepts or ideas about 

optimal anaesthesia/analgesia evolve. Based on the current protocol, the most appropriate anaesthetic 

for our application is isoflurane and analgesics are Rimadyl and Temgesic.

I. Other aspects compromising the welfare of the animals

Describe which other adverse effects on the animals’ welfare may be expected?

Similar to cancer patients, animals carrying tumors in internal organs may develop dysfunction of the 

involved organs, or other complications due to metastasis (although this has not been seen previously in 

the orthotopic model that we will use). Although, based on previously published results, we expect that 

all mice will be sacrificed before a humane endpoint is reached, the mice may undergo moderate 

discomfort due to tumor growth. Specifically in the case of gastrointestinal tumors, obstruction of the 

gastro-intestinal tract may occur. Alternatively, the mice may experience weight loss, blood in feces, 

diarrhea, or obstruction of the GI tract. Should any signs of discomfort be detected, the mouse will be 

observed daily and the decision to sacrifice the mouse will be made with the help of the NKI animal 

welfare officers. If a humane endpoint is reached, the mouse will be sacrificed immediately

Explain why these effects may emerge.

These effects are an unavoidable consequence of tumor growth.

Indicate which measures will be adopted to prevent occurrence or minimise severity.



In general, the effects on the wellbeing of the mice due to tumor growth cannot be completely avoided.

In order to minimize the burden on the mice, they will be monitored weekly for signs of distress 

(hunched back, lack of grooming, blood in feces, signs of infection, significant weight loss) and killed 

when any of the humane endpoints described below are met. Nevertheless, unforeseen complications 

may arise. In such cases, we will attempt to find solutions which minimize the impact of unforeseen 

complications, for example, by providing easy access to food (mush-feeding), taking into account the 

humane endpoints below.

J. Humane endpoints

May circumstances arise during the animal procedures which would require the implementation of 

humane endpoints to prevent further distress?

No > Continue with question K.

X Yes > Describe the criteria that will be used to identify the humane endpoints.

We will adhere to the Code of Practice of lab animals used in oncology, in line with internationally agreed 

rules (see P. Workman et al. Guidelines for welfare and use of animals in cancer research. Br J Cancer 

2010; 102: 1555-1577). In general, the most important humane endpoints that apply are:

- Weight loss of more than 20% of the initial body weight, measured from the start of treatment 

of adult animals.

- Severe abnormal breathing.

- Evidence of abnormal stool (for example, blood in the stool).

- Severe abnormal behavior (for example: lack of grooming, humched posture, pilo-erection).

Indicate the likely incidence.

Since the published tumor take rate of our orthotopic mouse model of human or mouse cancer is 70%, 

we expect <70% of our non-control mice to develop gastric cancer.  However, based on previously 

published results [Shimada et. al., 2012; Humar et. al., 2009], we do not expect humane endpoints to 

be reached.

K. Classification of severity of procedures

Provide information on the expected levels of discomfort and indicate to which category the procedures 

are assigned (‘non-recovery’, ‘mild’, ‘moderate’, ‘severe’). 

Our orthotopic mouse model of human or mouse gastric cancer involves anaesthetizing the mouse, oral 

gavage, and application of a light electrical current, prior to administration of our cells of interest in a 

basement membrane matrix. Not all of the mice will be treated with potentially tumorigenic organoids, 

but since all mice in this appendix will be subjected to the electrocoagulation procedure, which requires 

anaesthesia, we expect that all mice in this appendix will experience moderate discomfort.  

Additional discomfort due to procedures:

Simple but frequent handlings, like weighing: mild discomfort.

Therefore, we expect that mice under this appendix will experience mild, moderate, and severe 

discomfort in: 0, 100, and 0% of the cases, respectively.

End of experiment

L. Method of killing

Will the animals be killed during or after the procedures?

No

x Yes > Explain why it is necessary to kill the animals during or after the procedures.

In order to do a full pathology exam on the tumors, and necropsy on the mice (to look for metastases), 

it is necessary to remove the affected organ(s). Therefore, the mice will need to be sacrificed at the end 

of the experiment.

Is the proposed method of killing listed in Annex IV of Directive 2010/63/EU?

                No > Describe the method of killing that will be used and provide justifications for this 

choice.



                               

                x Yes 



1 General information

1.1 Provide the approval 

number of the ‘Netherlands 

Food and Consumer 

Product Safety Authority’.

30100

1.2 Provide the name of the 

licenced establishment.
Stichting Het Nederlands Kanker Instituut - Antoni van Leeuwenhoek 

Ziekenhuis

1.3 List the serial number and 

type of animal procedure. 

Use the serial numbers 

provided in Section 3.4.4 of 

the Project Proposal form.

Serial number Type of animal procedure

3 Subcutaneous models of gastric cancer

2 Description of animal procedures

A. Experimental approach and primary outcome parameters

Describe the general design of the animal procedures in relation to the primary outcome parameters. 

Justify the choice of these parameters.

We would like to test organoid lines that are engineered to contain mutations in candidate drivers of 

gastric cancer, and which are suspected to be more malignant, in a subcutaneous model. This is an 

important step in our project, as it will provide us with information regarding whether any of the driver 

mutations that we identify lead to particularly aggressive gastric cancer. This is necessary information if 

we are to advise patients on whether or not to undergo gastrectomy or to follow a more conservative 

treatment regimen. This step will allow us not only to confirm the tumorigenicity of these engineered 

organoid lines, but it will also allow us to look at the invasiveness of the lines. Additionally, it will provide 

us with a tool to grow a larger number of tumor cells for further genetic and biochemical analyses. And,

since we expect the engineered organoid lines that we select for this experiment to be more malignant, 

the subcutaneous model will cause the least amount of discomfort to the mice since the tumors that form 

will be visible under the skin and can be closely monitored.

Describe the proposed animal procedures, including the nature, frequency and duration of the treatment. 

Provide justifications for the selected approach.

Nature of procedure: This procedure involves injecting organoids of interest subcutaneously into an 

anaesthetized mouse. Anaesthesia will be given by isoflurane, according to the NKI “Anaesthesia and 

Pain Relief SOP” and organoids will be injected into the rear flank. Mice will be sacrificed within 12

months of injection, or once the tumor reaches a size of 1500mm3, whichever occurs first. The resulting 

tumors will be submitted to the NKI Mouse Pathology Department for pathological examination.

Appendix

Description animal procedures

This appendix should be enclosed with the project proposal for 

animal procedures.

A different appendix ‘description animal procedures’ should be

enclosed for each type of animal procedure.

For more information, see our website

(www.centralecommissiedierproeven.nl).

Or contact us by phone (0900-2800028).

6.



Frequency and duration of treatment: Each  mouse will be subjected to this procedure one time and we 

expect the procedure to last not more than 15 minutes.

Justification for the selected approach: We have chosen this approach for three reasons 1.) it is a well-

established and well-accepted model of tumor growth, 2.) it will allow us to test the ability of our 

targeted organoids to form tumors outside of their tissue of origin, and 3.) it will allow us to do so with 

minimal discomfort to the mice since the tumors that may form are visible externally, allowing us to 

closely monitor tumor growth.

Describe which statistical methods have been used and which other considerations have been taken into 

account to minimise the number of animals.

For the pilot experiment to set up the method, we would like to request 10 animals per group.  This 

number is based on institute-wide experience with setting up new mouse cancer models.  

For the experiments to test the malignancy of our engineered organoid lines, we would like to use group 

sizes of 5 animals for the control groups and 10 animals for each targeted organoid line. 

As a supporting calculation we used a One Sided T-test.  We assumed a mean of 1 for the control group 

(the number of mice with tumors) and 10 for the experimental groups, and a variance of 1 and 5, 

respectively.

B. The animals

Specify the species, origin, estimated numbers, and life stages. Provide justifications for these choices.

Species: mus musculus. 

Origin: NOD/SCID (own breeding or commercial supplier); mice containing conditional alleles for CDH1 

and Cas9 (own breeding).

Life stage: adult (both male and female, in proportional quantities).

Justification: Mice are a commonly used animal model in oncology studies due to their short generation 

time and ease of genetic manipulation. Mice also share a similar organ structure to humans and have 

considerable genetic conservation as compared to humans. Furthermore, much research using mice has 

been conducted, resulting in the availability of many genome-wide data sets and advanced tools for 

genetic and biological manipulation, including tumor models, cell lines, and xenograft platforms.

Subcutaneous model set-up pilot and organoid numbers pilot:

New models of (human or mouse) cancer that have not been used previously in our facility need to be 

tested to establish the tumor take rate and the optimal number of cells to inject. While the subcutaneous 

method is commonly used in our institute, it has not yet been tested for use with gastric organoids.

Based on the numbers reported in a previously published model [Drost et. al., 2015], we will inject 

2x10^5 to 2x10^7 gastric cancer organoids, which are known to grow well in vitro, in 100ul total volume 

(1:1 basement membrane matrix:media). We will use a range, rather than simply using the previously 

published number, as the previously published model was performed with colorectal organoids.

Therefore, we would like to ensure that the optimal number of organoids is identified for use with gastric 

cancer. For this purpose, we would like to use 10 adult NOD-SCID mice per group:

1. 2x10^7 CDH1 mutant, but non-cancerous, human gastric organoids 

2. human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) at concentration 1

3. human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) at concentration 2

4. human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) at concentration 3

5. 2x10^7 human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) without electrocoagulation

6. vehicle injection without organoids

Therefore, we will use 60 mice for this pilot study.

Subcutaneous model experimental set-up:

Once we have identified the correct number of organoid cells to use (in 0.1mL basement membrane 



matrix), we will perform our experiments. A typical human (in adult NOD-SCID mice) or mouse (in adult

mice containing a conditional CDH1 and Cas9 allele) study will contain 3 control groups, with 5 mice per 

group:

1. CDH1 mutant, but non-cancerous, (human or mouse) gastric organoids

2. human gastric cancer organoids (from our in-lab biobank) or mouse cancer cells

3. vehicle injection without organoids

and 14-21 experimental groups, with 10 mice per group, which will be made up of various combinations 

of one, two, three, or four mutations (taken from the results of the orthotopic model validation 

experiment in Appendix 2, or published candidate drivers of HDGC), in a CDH1 mutated background:

1. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 1

2. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 2

3. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 3

4. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 4

5. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 5

6. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 6

7. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 7

8. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 8

9. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 9

10. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 10

11. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 11

12. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 12

13. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 13

14. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 14

15. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 15

16. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 16

17. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 17

18. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 18

19. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 19

20. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 20

21. (Human or mouse) engineered gastric organoids of genotype 21

This results in a maximum of 225 animals per experiment. Since we will perform studies with 

both human and mouse targeted organoids, we will use 450 mice in these studies over 5 

years.

The total number of mice requested for the subcutaneous section of this proposal is: 510.

C. Re-use

Will the animals be re-used?

X No, continue with question D.

Yes >  Explain why re-use is considered acceptable for this animal procedure.

Are the previous or proposed animal procedures classified as ‘severe’?

X No

Yes> Provide specific justifications for the re-use of these animals during the procedures.

D. Replacement, reduction, refinement

Describe how the principles of replacement, reduction and refinement were included in the research 

strategy, e.g. the selection of the animals, the design of the procedures and the number of animals.

Replacement:

Cell culture experiments will be performed prior to beginning any in vivo work. The results of these 

experiments will be critically evaluated and in vivo tests will be undertaken only if the cell culture 

experiments are considered to be sufficiently promising. However, as cancer is a complex disease, and 



we hope to translate our findings to the clinical setting, our experiments cannot be limited to results from 

cell culture alone. Organoids, cells, and computer models are not yet sophisticated enough to mimic 

factors such as the stroma, oxygen supply, the immune system, and metabolism, and therefore cannot 

yet replace in vivo tumor models.

Reduction:

The proposed number of animals per group (n=5-10 animals) is based on institute-wide experience with 

these types of experiments, as well as statistical calculations. Further reduction of the number of animals 

per cohort would decrease the statistical power of the experiments.

Refinement:

We have elected to perform this analysis in a subcutaneous, rather than an orthotopic model, since we 

expect the engineered organoid lines that we select for this experiment to be more malignant. The 

subcutaneous model will cause the least amount of discomfort to the mice since the tumors that form will 

be visible under the skin. Therefore, we can monitor tumor growth carefully, which would not be possible 

in an orthotopic model where the tumors form in an internal organ and may, for example, result in 

obstruction of the GI tract. Additionally, injections will be performed under once only once, under 

anaesthesia, and in an appropriate volume. Animals will be closely monitored during the immediate post 

injection period and tumor growth will be measured every week.

Explain what measures will be taken to minimise 1) animal suffering, pain or fear and 2) adverse effects 

on the environment.

We realize that the procedures described in this appendix will inevitably cause stress and suffering to the 

animals. In order to minimize these effects, we will adhere to the general and internationally accepted 

rules (Code of Practice) of handling lab animals in oncology [Workman et. al., 2010]. Under these rules,

the animals will be humanely killed when any humane endpoint is reached. Furthermore, mice are 

housed in state-of-the-art, individually ventilated cages. As standard procedure, mice in our facility are 

group-housed and provided with cage enrichment, bedding, and free access to food and water.

Repetition and duplication

E. Repetition

Explain what measures have been taken to ensure that the proposed procedures have not already been 

performed. If applicable, explain why repetition is required.

Not applicable.

Accommodation and care

F. Accommodation and care

Is the housing and care of the animals used in experimental procedures not in accordance with Annex III 

of the Directive 2010/63/EU? 

x No 

Yes > If this may adversely affect animal welfare, describe how the animals will be housed and 

provide specific justifications for these choices.

G. Location where the animals procedures are performed

Will the animal procedures be carried out in an establishment that is not licenced by the NVWA?

x No > Continue with question H.

Yes > Describe this establishment.

Provide justifications for the choice of this establishment. Explain how adequate housing, care and 

treatment of the animals will be ensured.



Classification of discomfort/humane endpoints

H. Pain and pain relief

Will the animals experience pain during or after the procedures?

No > Continue with question I.

x Yes > Will anaesthesia, analgesia or other pain relieving methods be used?

                No > Justify why pain relieving methods will not be used.

                          

               x Yes > Indicate what relieving methods will be used and specify what measures will be taken 

to ensure that optimal procedures are used.

Within the NKI, we have developed a standard operation protocol that describes the most appropriate 

methods for anaesthesia and analgesia for each (surgical) procedure. This protocol has been developed 

by the animal welfare officer of the NKI and may be subject to change when new concepts or ideas about 

optimal anaesthesia/analgesia evolve. Based on the current protocol, the most appropriate anaesthetic 

for our application is isoflurane and analgesic is Rimadyl.

I. Other aspects compromising the welfare of the animals

Describe which other adverse effects on the animals’ welfare may be expected?

Similar to cancer patients, animals carrying tumors implanted subcutaneously may develop complications

due to growth of the primary tumor or due to metastasis. Although all mice will be sacrificed as soon as a 

humane endpoint is reached, the mice may undergo mild to moderate discomfort due to tumor growth. 

Should any signs of discomfort be detected, the mouse will be observed daily and the decision to sacrifice 

the mouse will be made with the help of the NKI animal welfare officers. If a humane endpoint is 

reached, the mouse will be sacrificed immediately

Explain why these effects may emerge.

These effects are an unavoidable consequence of tumor growth.

Indicate which measures will be adopted to prevent occurrence or minimise severity.

In general, the effects on the wellbeing of the mice due to tumor growth cannot be completely avoided.

In order to minimize the burden on the mice, they will be monitored for signs of distress (hunched back, 

lack of grooming, blood in feces, signs of infection, significant weight loss) and killed when any of the 

humane endpoints described below are met. Nevertheless, unforeseen complications may arise. In such 

cases, we will attempt to find solutions which minimize the impact of unforeseen complications, for

example, by providing easy access to food (mush-feeding), taking into account the humane endpoints 

below.

J. Humane endpoints

May circumstances arise during the animal procedures which would require the implementation of 

humane endpoints to prevent further distress?

No > Continue with question K.

X Yes > Describe the criteria that will be used to identify the humane endpoints.

We will adhere to the Code of Practice of lab animals used in oncology, in line with internationally agreed 

rules (see P. Workman et al. Guidelines for welfare and use of animals in cancer research. Br J Cancer 

2010; 102: 1555-1577). In general, the most important humane endpoints that apply are:

- Weight loss of more than 20% of the initial body weight, measured from the start of treatment 

of adult animals.

- Tumor mass greater than 10% of the body weight.

- Severe abnormal breathing.

- Severe abnormal behavior (for example: lack of grooming, humched posture, pilo-erection).

- Subcutaneous tumor of greater than 1500mm3

Indicate the likely incidence.



For the subcutaneous model, we expect that only a subset of the mutations tested will lead to tumor

formation.  If we estimate that 50% of the mice will form tumors of various sizes, then it is possible that 

50% of our mice may reach a tumor mass of >10% of the body weight or a tumor volume of 1500mm3.

K. Classification of severity of procedures

Provide information on the expected levels of discomfort and indicate to which category the procedures 

are assigned (‘non-recovery’, ‘mild’, ‘moderate’, ‘severe’). 

Our subcutaneous mouse model of human or mouse gastric cancer involves the subcutaneous injection of 

cells and the development of visible tumors under the skin.  Therefore, those mice which develop tumors 

may experience mild to moderate discomfort due to subcutaneous tumor growth.  Although it is not 

possible to know which organoid lines will form subcutaneous tumors without testing this directly, we 

estimate that 50% of the organoid lines that we test will be able to form subcutaneous tumors, which 

results in up to 50% of the mice in this appendix experiencing mild to moderate discomfort.  The 

remaining 50% of the mice will experience mild discomfort due to the subcutaneous implantation 

procedure, which requires anaesthesia. To prevent unnecessary suffering, all mice will be sacrificed in the 

event that the tumor reaches 1500mm3.

Additional discomfort due to procedures:

Simple but frequent handlings, like weighing and tumor volume measurements: mild discomfort.

Therefore, we expect that mice under this appendix will experience mild, moderate, and severe 

discomfort in: 50, 50, and 0% of the cases, respectively.

End of experiment

L. Method of killing

Will the animals be killed during or after the procedures?

No

x Yes > Explain why it is necessary to kill the animals during or after the procedures.

In order to do a full pathology exam on the tumors, and necropsy on the mice (to look for metastases), 

it is necessary to remove the affected organ(s). Therefore, the mice will need to be sacrificed at the end 

of the experiment.

Is the proposed method of killing listed in Annex IV of Directive 2010/63/EU?

                No > Describe the method of killing that will be used and provide justifications for this 

choice.

                               

                x Yes 



1 

Dierexperimentencommissie NKI

DEC advies aan CCD  

 

A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer: 

1. Titel van het project: Screening for drivers of gastric cancer

2. Titel van de NTS: Screening voor drijvers van maagkanker

 

3. Type aanvraag: 

 nieuwe aanvraag projectvergunning

 wijziging van vergunning met nummer

 

4. Contactgegevens DEC: 

- naam DEC:  

- telefoonnummer contactpersoon:    

- e-mailadres contactpersoon: 

 

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

 ontvangen door DEC: 04-10-2016

 aanvraag compleet

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

 anderszins behandeld

 termijnonderbreking(en) van 19-10-2016 tot 02-01-2017 en 30-01-2017 tot 02-02-2017

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

 aanpassing aanvraag: 02-01-2017 en 02-02-2017

 advies aan CCD: 20-02-2017

 

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

uitvoering van het project binnen deze instelling. 

 

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

- Datum: 

- Plaats: 

- Aantal aanwezige DEC-leden: 

- Aanwezige (namens) aanvrager:

- Gestelde vraag / vragen: 

- Verstrekt(e) antwoord(en)

 

- Vragen (datum: 19-10-2016) en antwoorden (datum: 02-01-2017): 

- 1.3.: de DEC acht de titel niet representatief voor de aanvraag. De organoids staan niet 

centraal in deze aanvraag. Die vormen niet meer dan een tool bij het zoeken naar genen die 

(als een soort second hit) betrokken zouden kunnen zijn bij HDGC. De DEC ziet de screen die 

zich richt op maagkanker als de kern van deze aanvraag. Dat zou ook in de titel tot uiting 

moeten komen.  

- Aangepast. 

7.



2

 

- 2.1.: de DEC denkt dat dit geen translationeel onderzoek is. “Translational or applied 

research” zou dan uitgevinkt moeten worden. 

- Aangepast. 

- 3.1.: de DEC heeft de onderzoeker gevraagd beter te onderbouwen waarom hij denkt dat 

één “extra hit” naast CDH1 voldoende is voor het ontstaan van maagkanker (HDGC). 

- De onderzoeker heeft dit nader toegelicht in het antwoord op vraag 3.1 en 3.4.1. 

 

- 3.1.: De DEC heeft haar zorgen geuit over de haalbaarheid van dit onderzoek. Welke 

aanwijzingen zijn er dat de screen in deze vorm werkt? 

- De onderzoeker heeft dit nader toegelicht in het antwoord op vraag 3.1. 

 

- 3.2.: De DEC zou graag zien dat de directe doelen meer worden benadrukt. Er ligt nu veel 

nadruk op “the overarching goal”. 

- De onderzoeker heeft de directe doelen opgenomen in de tekst van het antwoord op deze 

vraag. 

 

- 3.4.1.: De DEC is nog niet geheel overtuigd door uw argumenten voor de orthotope 

benadering om de resultaten van de screen te valideren. 

- De onderzoeker heeft aanvullende argumenten opgenomen in de tekst van het antwoord op 

vraag 3.4.1. 

 

- 3.4.: de DEC verzoekt de onderzoeker het doel van het gebruik van de methode met de 

magneet te verduidelijken. 

- De onderzoeker heeft een toelichting toegevoegd. 

 

- 3.4.: de DEC verzoekt de onderzoeker een duidelijk stappenplan dan wel schema op te 

nemen, zodat de volgorde van de experimenten inzichtelijker wordt. 

- De onderzoeker heeft een flowchart toegevoegd. 

 

- Appendix 1: 

- De DEC heeft de onderzoeker tal van redactionele en praktische suggesties aan de hand 

gedaan. 

- De onderzoeker heeft veel van die suggesties gevolgd. 

 

- 2B (dieren): de DEC verzoekt de onderzoeker aan te geven of mannetjes en vrouwtjes in 

evenredige aantallen zullen worden gebruikt. Indien dat niet zo is, wat zijn dan de redenen 

daarvoor? Kunt u ook aangeven om welke stam(men) het gaat en of het klopt dat dit 

commerciële dieren zullen zijn? 

- de onderzoeker heeft in de aanvraag tekst opgenomen over het geslacht van de te gebruiken 

dieren en over de te gebruiken stammen en hun herkomst. 

- 2B: (in vivo screen training): de DEC acht de aantallen dieren aangevraagd voor de training 

uit balans met het totale aantal en vraagt de onderzoeker of het zou volstaan om 2 à 3 

personen te trainen. 

- Het aantal te trainen personen is teruggebracht naar maximaal 4. 

 

- 2B: (in vivo screen experimental set-up): de DEC verzoekt de onderzoeker te heroverwegen 

of de eerste 6 groepen met buffer noodzakelijk zijn en of eventueel kan worden volstaan met 

het laatste tijdstip.  



3

- De onderzoeker heeft uitgelegd dat dit in principe kan, maar dat het er toe zou leiden dat 

interessante tussentijdse resultaten pas na lange tijd (zelfs tot een jaar) vergeleken kunnen 

worden met de negatieve controlegroep, omdat die ene negatieve conrolegroep tot het eind 

in de proef moet blijven. Dit is ongewenst.

 

- D: de DEC verzoekt de onderzoeker het in vitro voorwerk duidelijker te beschrijven. 

- Aangepast. 

 

- Appendix 2 

- De DEC heeft de onderzoeker tal van redactionele en praktische suggesties aan de hand 

gedaan. 

- De onderzoeker heeft veel van die suggesties gevolgd. 

 

- Algemeen: wijzigingen in de voorgaande bijlage die ook van toepassing zijn in bijlage 2, 

dienen ook hier te worden doorgevoerd. 

 

- 2B (dieren): de DEC verzoekt de onderzoeker aan te geven of mannetjes en vrouwtjes in 

evenredige aantallen zullen worden gebruikt. Indien dat niet zo is, wat zijn dan de redenen 

daarvoor? Kunt u ook aangeven om welke stam(men) het gaat en of het klopt dat dit 

commerciële dieren zullen zijn? 

- de onderzoeker heeft in de aanvraag tekst opgenomen over het geslacht van de te gebruiken 

dieren en over de te gebruiken stammen en hun herkomst. 

- B: (orthotopic model training): de DEC vraagt de onderzoeker of het volstaat om minder 

personen te trainen. 

- Het aantal te trainen personen is teruggebracht naar maximaal 5. 

 

- Appendix 3: 

- De DEC heeft de onderzoeker tal van redactionele en praktische suggesties aan de hand 

gedaan. 

- De onderzoeker heeft veel van die suggesties gevolgd. 

 

- Algemeen: wijzigingen in voorgaande bijlagen die ook van toepassing zijn in bijlage 3, dienen 

ook hier te worden doorgevoerd. 

 

- B (dieren): de DEC verzoekt de onderzoeker aan te geven of mannetjes en vrouwtjes in 

evenredige aantallen zullen worden gebruikt. Indien dat niet zo is, wat zijn dan de redenen 

daarvoor? Kunt u ook aangeven om welke stam(men) het gaat en of het klopt dat dit 

commerciële dieren zullen zijn? 

- de onderzoeker heeft in de aanvraag tekst opgenomen over het geslacht van de te gebruiken 

dieren en over de te gebruiken stammen en hun herkomst. 

 

- NTS: 

- In het algemeen lijkt het de DEC een te lange en te ingewikkelde NTS, waarbij het taalgebruik 

beter zou kunnen worden afgestemd op de doelgroep. 

- algemeen: wijzigingen in het project naar aanleiding van vragen van de DEC, dienen ook te 

worden doorgevoerd in de NTS. 

- De onderzoeker heeft de NTS aangepast. 

 

- 2
e
 ronde vragen (datum: 30-01-2017) en antwoorden (datum:0 2-02-2017) 
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- de DEC heeft de antwoorden van de eerste ronde en de bijgestelde versies van de 

projectaanvraag, bijlagen en NTS besproken en in reactie daarop de aanvrager nog een 

aantal redactionele en praktische suggesties aan de hand gedaan. Dit betrof niet opgevolgde 

redactionele suggesties uit de eerste ronde en het beantwoorden van vraag 2E in de bijlagen 

met “niet van toepassing”. 

- Alle suggesties zijn door de aanvrager verwerkt. 

 

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

- Aard expertise 

- Deskundigheid expert 

- Datum verzoek 

- Strekking van het verzoek 

- Datum expert advies 

- Advies expert 

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling) 

 

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

2. De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag.

3. De DEC is competent om hierover te adviseren. 

4. Geen van de DEC-leden is betrokken bij deze projectaanvraag.

C. Beoordeling (inhoud) 

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

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

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

duidelijk welk ongerief individuele dieren zullen ondergaan. 

In dit project zal om te beginnen een genetische screen bij muizen uitgevoerd worden om genen 

te vinden die in combinatie met het gen CDH1 betrokken zijn bij het ontstaan van een erfelijke 

vorm van maagkanker (Erfelijke Diffuse Maagkanker: HDGC). De hypothese is dat een mutatie in 

een ander relevant gen (een second hit naast CDH1), de kans op het ontstaan van maagkanker 

aanzienlijk vergroot en mede bepaalt hoe agressief de tumor zal zijn. De kandidaatgenen die uit 

de screening naar voren komen zullen in een orthotoop model (dus in de maag) bij muizen 

worden gevalideerd. Na die validatie worden in een subcutaan muismodel de invasieve 

eigenschappen van de verschillende tumoren onderzocht. Dit alles moet uiteindelijk bijdragen 

aan het ontwikkelen van een test waarmee deze erfelijke vorm van maagkanker vroegtijdig kan 

worden opgespoord bij mensen waarvan bekend is dat ze een CDH1 mutatie hebben. Het 

ontwerpen en valideren van de test maakt geen deel uit van deze projectaanvraag.

De DEC is er van overtuigd dat de aanvrager gedurende het project op zorgvuldige wijze 

besluiten zal nemen over de voortgang van het project en dat er niet onnodig dieren gebruikt 

zullen worden. 

 

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

weg zou kunnen staan.  

 

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

Belangen en waarden 
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4. Het directe doel van het project is het vinden van genen die samen met CDH1 betrokken zijn bij 

het ontstaan en verloop van een erfelijke vorm van maagkanker. De hypothese is dat een 

mutatie in een ander relevant gen (een second hit naast CDH1), nodig is om maagkanker te laten 

ontstaan en mede bepaalt hoe agressief de tumor zal zijn. De daadwerkelijke invloed van de in 

de screening gevonden genen op het ontstaan van kanker en op de eigenschappen van de tumor 

zal worden gevalideerd en nader onderzocht. Het uiteindelijke doel is om langs deze weg 

informatie te krijgen die behulpzaam kan zijn bij het opzetten van een test voor erfelijke 

maagkanker bij mensen waarvan bekend is dat ze een CDH1 mutatie hebben. Het opzetten en 

valideren van die test maakt geen deel uit van dit project. Het verband tussen het directe doel en 

het uiteindelijke doel is dus niet direct aanwezig binnen dit project, het betreft immers 

fundamenteel onderzoek, maar wel reëel. Het doel van deze projectaanvraag is gerechtvaardigd 

binnen de context van het onderzoeksveld. 

 

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

en de doelgroep/patiënten. 

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

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

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

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

Voor de onderzoekers geldt dat ze belangrijke nieuwe wetenschappelijke inzichten kunnen 

publiceren, hetgeen vaak de sleutel is voor het verkrijgen van nieuwe onderzoeksmiddelen en -

mogelijkheden. Naar de mening van de DEC dient dat geen rol te spelen in de ethische afweging 

over de toelaatbaarheid van het gebruik van proefdieren, maar is het ook niet bezwaarlijk als 

nieuwsgierigheid en ambitie belangrijke drijfveren zijn voor onderzoekers. Voor de 

rechtvaardiging van dit onderzoek gaat het uiteindelijk echter om de vraag of het belangrijke 

maatschappelijke en wetenschappelijke doelen dient (gezondheid, kennis). 

Dit onderzoek is in de eerste plaats fundamenteel van aard en levert informatie en kennis op die 

van belang is voor de voortgang van het onderzoek in dit veld. Voor de dragers van een CDH1 

mutatie is dit onderzoek van belang, omdat het op termijn kan bijdragen aan een verbetering van 

de mogelijkheden om de kans op een agressieve vorm van erfelijke maagkanker te voorspellen 

en de maagkanker in een vroeg stadium op te sporen en te behandelen, waardoor de patiënt 

uitzicht heeft op genezing of een langere overlevingstijd met een beter kwaliteit van leven. Het 

probleem is op dit moment namelijk dat deze vorm van maagkanker vaak pas in een laat stadium 

ontdekt wordt, waardoor de tumor al niet meer te behandelen is.  

 

6. Er is geen sprake van belangwekkende milieueffecten.

 

Proefopzet en haalbaarheid 

 

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

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

aanvrager, zoals blijkt uit de in de aanvraag vermelde publicaties van deze onderzoeksgroep. De 

aanvragers beschikken over voldoende kennis en kunde om te kunnen voldoen aan alle 

zorgvuldigheidseisen omtrent het verrichten van dierproeven.  

 

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

uitkomstparameters sluiten hier logisch bij aan. Intrinsiek is dit project naar de mening van de 

DEC wel vrij risicovol, in die zin dat al vroeg in het project zou kunnen blijken dat de gekozen 

benadering niet werkt, maar dat is te rechtvaardigen gezien het belang van het potentieel 

hiermee te verkrijgen inzicht. Bovendien is op de juiste punten in het project een go/no go 

moment ingebouwd, zodat het project tijdig kan worden gestopt. De onderzoeker heeft na 

vragen daarover van de DEC zijn aanpak nader toegelicht. De DEC acht de wetenschappelijk 
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keuzes die de aanvrager maakt verdedigbaar. De DEC is dan ook van mening dat het project goed 

is opgezet, en dat deze strategie en experimentele aanpak kunnen leiden tot het behalen van de 

doelstellingen binnen het kader van het project. 

 

Welzijn dieren 

 

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

omstandigheden of behandeling van de dieren: 

 Bedreigde diersoort(en) (10e lid 4)

 Niet-menselijke primaten (10e)

 Dieren in/uit het wild (10f)

 Niet gefokt voor dierproeven (11, bijlage I richtlijn)

 Zwerfdieren (10h)

 Hergebruik (1e lid 2)

 Locatie: buiten instelling vergunninghouder (10g)

 Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13)

 Dodingsmethode niet volgens bijlage IV richtlijn (13c lid 3)

 

10. De huisvesting en verzorging van de dieren vinden plaats conform de eisen in bijlage III van 

richtlijn 2010/63/EU.

 

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

Voor het grootste deel van de dieren (94%) is het ongerief maximaal matig. Dit ongerief wordt 

hoofdzakelijk bepaald door (chirurgische) ingrepen onder anesthesie die tot doel hebben 

tumoren te induceren. Tumorgroei en metastasering zullen in dit project niet leiden tot ernstig 

ongerief, omdat het voor de doelstelling niet nodig is tumoren lang en tot grote omvang te laten 

groeien. Er worden strikte humane eindpunten gehanteerd, maar de verwachting is dat slechts 

een klein deel van de dieren (bijlage 3: subcutane tumoren) een humaan eindpunt zal bereiken, 

omdat de omvang van de tumor anders te groot zou worden. Op dat moment is echter van 

ernstig ongerief nog geen sprake. Bij de overige dieren (6%) zal het ongerief licht zijn, omdat de 

subcutane tumor niet aanslaat of slechts zeer beperkt groeit en de handelingen om de subcutane 

tumor te induceren niet meer dan licht ongerief veroorzaken.

Het cumulatief ongerief voor de dieren is dus juist ingeschat als matig voor 94% van de dieren, en 

licht voor 6% van de dieren.

 

12. Elke dierproef brengt instrumenteel gebruik van speciaal voor dat doel in gevangenschap gefokte 

dieren met zich mee, hetgeen op zich al opgevat kan worden als een aantasting van hun 

integriteit. Omdat dit voor elk project geldt, vermeldt de DEC hier alleen zaken die kenmerkend 

zijn voor dit specifieke project. De integriteit van de dieren wordt aangetast door het induceren 

van orthotope en subcutane tumoren. Dit leidt in de eerste plaats tot een matige aantasting van 

het welzijn, maar het valt niet uit te sluiten dat dit ook invloed heeft op het gedrag en 

zelfredzaamheid van de dieren. Naar het oordeel van de DEC liggen de gehanteerde humane 

eindpunten ruim voor het moment waarop dergelijke aantastingen van de integriteit 

problematische vormen aannemen. De commissie is daarom van mening dat er sprake is van een 

lichte aantasting van de integriteit. 

13. Normaal gesproken valt in het grootste deel van dit onderzoek niet te verwachten dat dieren een 

humaan eindpunt zullen bereiken, omdat de tumorontwikkeling veel ongerief veroorzaakt. Dit is 

op basis van eerdere ervaringen en gegevens in de literatuur ingeschat. In bijlage 3 zal naar 

schatting de helft van de dieren waarbij de subcutane tumor aanslaat, een humaan eindpunt 

bereiken, omdat de tumor de vooraf bepaalde maximale omvang van 1500mm
3
 overschrijdt. Op 

dat moment is van ernstig ongerief echter nog geen sprake. De criteria voor humane eindpunten 
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zijn voldoende specifiek gedefinieerd en toegesneden op de experimenten. De commissie is het 

eens met de inschattingen en met de gehanteerde humane eindpunten. 

 

3V’s 

 

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

vervangingsalternatieven zijn. De genetische screening vindt plaats met genen die geselecteerd 

zijn door onderzoek bij maagkankerpatiënten met een CDH1 mutatie. De orthotope validatie en 

het subcutane onderzoek zijn noodzakelijk. De complexe interactie tussen de tumor en het 

immuunsysteem en tussen de tumor en het omliggende weefsel zijn niet in vitro na te bootsen. 

Het is niet mogelijk om de vraagstellingen van dit project volledig zonder proefdieren te 

beantwoorden. 

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

van de gekozen onderzoeksopzet en de looptijd. De gehanteerde screeningstechniek (met een 

lentivirale gRNA library) maakt het mogelijk om bijna duizend genen tegelijk te testen met een 

naar verhouding klein aantal dieren. Voor de volgende stap wordt een selectie gemaakt van een 

veel kleiner aantal genen waarmee vervolgens verder onderzoek wordt gedaan. De onderzoekers 

hanteren ook in de rest van het onderzoek een goede strategie om ervoor te zorgen dat er met 

het kleinst mogelijk aantal dieren wordt gewerkt waarmee nog een wetenschappelijk 

betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. Door de stapsgewijze aanpak wordt onnodig 

gebruik van proefdieren voorkomen.  

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

worden niet langer dan noodzakelijk in het experiment gehouden en er worden adequate 

humane eindpunten gehanteerd. Daarbij wordt de “Code of Practice” voor het kankeronderzoek 

gevolgd. Voor de inductie van de orthotope tumoren worden verfijnde, niet chirurgische 

methoden benut. De DEC is ervan overtuigd dat de beschreven proefopzet de meest verfijnde is 

en dat de dierproeven zo humaan mogelijk worden uitgevoerd. 

17. Het project betreft geen wettelijk vereist onderzoek. 

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 

18. De aanvrager zal in het project gebruik maken van zowel mannelijke, als vrouwelijke dieren in 

gelijke hoeveelheden. 

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

organen na afloop te kunnen uitnemen voor verder onderzoek en om te voorkomen dat de zich 

verder ontwikkelende tumor ongerief zal gaan veroorzaken. De gebruikte dodingsmethode staat 

vermeld in bijlage IV van richtlijn 2010/63/EU. 

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

primaten gedood om niet-wetenschappelijke redenen. 

NTS 

 

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

geformuleerd. 
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D. Ethische afweging 

 

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

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

 

2.  Voor alle dieren vindt een lichte of matige aantasting van welzijn en integriteit plaats  

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

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

beperken.

 Doel van het project is het vinden van genen die samen met CDH1 betrokken zijn bij het ontstaan 

en verloop van een erfelijke vorm van maagkanker. De hypothese is dat een mutatie in een ander 

relevant gen (een second hit naast CDH1), nodig is om maagkanker te laten ontstaan en mede 

bepaalt hoe agressief de tumor zal zijn. De daadwerkelijke invloed van de in de screening 

gevonden genen op het ontstaan van kanker en op de eigenschappen van de tumor zal worden 

gevalideerd en nader onderzocht. Het uiteindelijke doel is om langs deze weg informatie te 

krijgen die behulpzaam kan zijn bij het opzetten van een test voor erfelijke maagkanker bij 

mensen waarvan bekend is dat ze een CDH1 mutatie hebben. Bij mensen met een mutatie in dit 

gen wordt op dit moment vaak pas in een relatief laat stadium vastgesteld dat ze maagkanker 

hebben, waardoor de tumor al niet meer behandeld kan worden. Een verbetering van de 

mogelijkheden om de kans op een agressieve vorm van erfelijke maagkanker te voorspellen en 

de maagkanker in een vroeg stadium op te sporen en te behandelen, waardoor de patiënt 

uitzicht heeft op genezing of een langere overlevingstijd met een beter kwaliteit van leven, acht 

de DEC van groot belang.

 

3.  De DEC is overtuigd van het grote belang van de doelstelling van dit project. De commissie is 

daarnaast overtuigd van de kwaliteit van het onderzoek van de aanvrager. Dit onderzoek is 

ingebed in een gerenommeerd instituut dat over alle noodzakelijke voorzieningen beschikt. De 

DEC is van mening dat het project goed is opgezet, en dat de gekozen strategie en experimentele 

aanpak kunnen leiden tot het behalen van de doelstelling binnen het kader van het project. De 

aanvrager heeft voldoende aannemelijk gemaakt dat er geen geschikte vervangingsalternatieven 

zijn, dat het doel niet met minder dieren behaald kan worden, dat de gebruikte aanpak de meest 

verfijnde is en dat zij zal kunnen voorkomen dat mens, dier en het milieu onbedoelde negatieve 

effecten ondervinden als gevolg van de dierproeven. 

 De DEC is van oordeel dat het hierboven geschetste grote belang van de doelstelling de 

onvermijdelijke nadelige gevolgen van dit onderzoek voor de dieren, in de vorm van angst, pijn of 

stress, rechtvaardigt. Aan de eis dat het belang van het onderzoek op dient te wegen tegen het 

ongerief dat de dieren wordt berokkend, is voldaan.

 

E. Advies 

 

1. Advies aan de CCD 

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen 

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen onder de volgende voorwaarden

o Op grond van het wettelijk vereiste (art. 10a1, lid 3) dient de projectleider bij 

beëindiging van het project een beoordeling achteraf aan te leveren die is afgestemd 

met de IvD.

 

   De DEC adviseert de vergunning niet te verlenen vanwege:

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

o  De volgende doorslaggevende ethische bezwaren:… 
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o De volgende tekortkomingen in de aanvraag:… 

 

2. Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus.  

 

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

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

 

Met vriendelijke groet,



8.
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                                         1 Algemene gegevens

1.1 Titel van het project Kanker bevorderende en tumorvormende eigenschappen van genetisch aangepaste 

niercellen

1.2 Looptijd van het 

project

1,5 jaar

1.3 Trefwoorden 

(maximaal 5)
Tumor - niercel - kanker - biologische kunstnier - veiligheidsstudie

2 Categorie van het project

3 Projectbeschrijving

3.1 Beschrijf de 

doelstellingen van het 

project 

(bv de 

wetenschappelijke 

vraagstelling of het 

wetenschappelijk en/of 

maatschappelijke 

belang)

Er is een grote behoefte aan een biologische-kunstnier. Mensen met een 

ernstige ziekte waarbij de nier faalt, zijn op dit moment afhankelijk van twee 

behandelmethoden; niertransplantatie of nierdialyse. Een niertransplantatie 

is de beste behandeling, maar de gemiddelde wachttijd voor een nier is lang,

ruim 3 jaar, en de kwaliteit van leven is slecht waardoor sommige patienten 

niet op tijd kunnen worden geholpen. Na transplantatie zal de patient 

bovendien medicijnen moeten slikken om de kans op afstoting van het 

donororgaan te beperken, wat veel bijwerkingen met zich mee brengt. De 

meeste patienten ondergaan nierdialyse, een behandelmethode dat ongeveer 

20% van de schadelijke stoffen uit het lichaam kan halen, maar 80% dus

niet waardoor deze stoffen zich in het lichaam ophopen en verantwoordelijk 

zijn voor heftige bijwerkingen, zoals vermoeidheid en een groot risico op 

hart- en vaatziekten. Veel patiënten zeggen ‘dialyseren is geen leven maar 

2.1 In welke categorie valt 

het project.

U kunt meerdere 

mogelijkheden kiezen.

Fundamenteel onderzoek

Translationeel of toegepast onderzoek

Wettelijk vereist onderzoek of routinematige productie

Onderzoek ter bescherming van het milieu in het belang van de gezondheid 

      Onderzoek gericht op het behoud van de diersoort

Hoger onderwijs of opleiding

Forensisch onderzoek

Instandhouding van kolonies van genetisch gemodificeerde dieren, niet 

gebruikt in andere dierproeven

Format

Niet-technische samenvatting

Dit format gebruikt u om uw niet-technische samenvatting te 

schrijven

Meer informatie over de niet-technische samenvatting vindt u 

op de website www.centralecommissiedierproeven.nl. 

Of neem telefonisch contact op. (0900-2800028). 
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overleven’. 

Een mogelijke uitkomst is de biologische-kunstnier. Dit is een kunstnier die 

van binnen bekleed is met menselijke niercellen die ervoor zorgen dat de 

overgebleven afvalstoffen ook verwijderd kunnen worden. Deze cellen zijn 

genetisch aangepast zodat ze in het laboratorium op grote schaal gekweekt 

kunnen worden waarna ze in de kunstnier gebracht worden. Deze kunstnier 

wordt net als dialyse buiten het lichaam aangesloten op de bloedbaan. We 

verwachten dat een afweerreactie niet zal plaatsvinden, dus ook het gebruik 

van extra medicijnen tegen afstoting zal niet nodig zijn.

In dit project wordt de veiligheid van deze genetisch aangepaste menselijke 

niercellen onderzocht wanneer zij in een levend organisme terechtkomen. 

Onderzocht wordt of deze cellen direct tumoren kunnen vormen, en of de 

inhoud van deze cellen op een indirecte manier kankerbevorderende 

eigenschappen heeft. Het betreft dus een veiligheidsstudie.

3.2 Welke opbrengsten 

worden van dit project 

verwacht en hoe dragen 

deze bij aan het 

wetenschappelijke en/of 

maatschappelijke 

belang?

De opbrengst is dat we een uitspraak kunnen doen over de veiligheid van 

deze niercellen in de biologische-kunstnier. Een antwoord op de vraag: 

brengt het in contact komen met deze cellen een hoger risico op kanker met 

zich mee, of niet?, is voor vervolgonderzoek essentieel. Als de biologische-

kunstnier werkt en vooral veilig is, kunnen veel nierpatienten behandeld 

worden en wordt de kwaliteit van leven van deze patienten bovendien sterk 

verbeterd. 

3.3 Welke diersoorten en 

geschatte aantallen 

zullen worden gebruikt?

In dit project worden maximaal 80 ratten gebruikt.

3.4 Wat zijn bij dit project 

de verwachte negatieve 

gevolgen voor het 

welzijn van de 

proefdieren?

In sommige dieren kunnen tumoren ontstaan en kan zich kanker 

ontwikkelen. In deze dieren kan het ongerief bestaan uit ongemak door 

localisatie van de tumor, angst, algehele malaise en mogelijk pijn, 

ontsteking, diarree/verstopping of uitvalsverschijnselen. Dit zal maximaal tot 

matig ongerief worden beperkt.

3.5 Hoe worden de 

dierproeven in het 

project ingedeeld naar 

de verwachte ernst?

Dit project bestaat uit 1 experiment dat tweemaal onafhankelijk wordt 

uitgevoerd met daarin vier verschillende behandelgroepen.

De eerste behandelgroep is de positieve controlegroep. Deze groep wordt 

behandeld met cellen waarvan bekend is dat zij tumoren veroorzaken. Het 

ongerief voor deze groep wordt daarom ingeschat als ernstig.

De tweede behandelgroep is de negatieve controle. Deze groep wordt alleen 

behandeld met een zoutoplossing. In deze groep verwachten wij geen 

ongerief.

De derde behandelgroep wordt behandeld met onze niercellen. We delen 

deze groep in in de categorie ernstig ongerief omdat er een kans is dat deze 

cellen tumoren kunnen vormen.

De vierde behandelgroep wordt behandeld met de celinhoud van onze 

niercellen. Het kan zijn dat niet de cellen zelf, maar deeltjes die door de 

cellen worden geproduceerd aanleiding geven tot tumoren of kanker. Ook 

deze behandelgroep wordt in de categorie ernstig ongerief ingedeeld.

Samengevat, is er sprake van 25% licht ongerief en mogelijk 75% ernstig 

ongerief.

3.6 Wat is de bestemming 

van de dieren na afloop?

De dieren worden na afloop geëuthanaseerd om de dieren te kunnen 

onderzoeken op aanwezigheid van tumoren of kankercellen. Hiervoor zullen 



bloed en alle relevante weefsels worden verzameld.

4 Drie V’s

4.1 Vervanging

Geef aan waarom het 

gebruik van dieren nodig 

is voor de beschreven 

doelstelling en waarom 

proefdiervrije 

alternatieven niet 

gebruikt kunnen worden.

Er heeft al een groot aantal proefdiervrije onderzoeken naar deze cellen 

plaatsgevonden in het laboratorium. We hebben aan kunnen tonen dat de 

cellen geen afweerreactie veroorzaken. Daarnaast hebben we uitvoerig de 

verplaatsing van cellen bestudeerd. Echter, dit geeft een beeld van het

“gedrag” van de cellen zelf, maar deze testen laten niet zien hoe de cellen 

reageren op een levend organisme, of omgekeerd hoe het organisme 

reageert op de cellen. Volgens veiligeidsvoorschriften is onderzoek in 

levende proefdieren vereist voordat we een volgende stap in de biologische-

kunstnier ontwikkeling kunnen maken. Hiervoor verwijzen wij naar het 

document “WHO Expert Committee on Biological Standardization”, Sixty-

first report.

4.2 Vermindering

Leg uit hoe kan worden 

verzekerd dat een zo 

gering mogelijk aantal 

dieren wordt gebruikt.

Volgens veiligheidsvoorschriften wordt een aantal dieren per behandelgroep 

aangegeven, namelijk 10 dieren, en wij zullen dit aantal aanhouden.

4.3 Verfijning

Verklaar de keuze voor de 

diersoort(en). Verklaar 

waarom de gekozen 

diermodel(len) de meest 

verfijnde zijn, gelet op de 

doelstellingen van het 

project. 

We gebruiken speciale ratten die bij uitstek geschikt zijn voor kanker- en 

transplantatieonderzoek. Deze dieren hebben een sterk verminderde afweer 

waardoor zij vatbaarder zijn voor het ontwikkelen van kanker of tumoren.

Vermeld welke algemene 

maatregelen genomen 

worden om de negatieve 

(schadelijke) gevolgen 

voor het welzijn van de 

proefdieren zo beperkt 

mogelijk te houden.

Dieren worden dagelijks gecontroleerd op welzijn door gecertificeerd 

personeel. Alle handelingen worden zo kort en efficiënt mogelijk uitgevoerd 

en alleen door bevoegd en bekwaam personeel om het ongerief bij de 

dieren zo veel mogelijk te beperken.

Huisvesting zal zodanig plaatsvinden dat de kans op infecties wordt 

geminimaliseerd.

De dieren zullen vanwege de aard van het project zeer frequent bekeken en 

gewogen worden. Tevens zullen de dieren worden gedood indien ze 

specifieke klinische symptomen gerelateerd aan de tumorvorming vertonen.

De eindpunten zullen aangehouden worden zoals deze vermeld staan in het 

“Code of practice: proefdieren in kankeronderzoek”.
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1 General information

1.1 Provide the approval 

number of the ‘Netherlands 

Food and Consumer 

Product Safety Authority’.

10800

1.2 Provide the name of the 

licenced establishment.
Universiteit Utrecht

1.3 Provide the title of the 

project.
Tumorigenicity and oncogenicity in vivo of ciPTEC OAT1 kidney 

cells

2 Categories

3 General description of the project

3.1 Background

Describe the project (motivation, background and context) with respect to the categories selected in 2.

For legally required animal procedures, indicate which statutory or regulatory requirements apply 

(with respect to the intended use and market authorisation).

For routine production, describe what will be produced and for which uses.

For higher education or training, explain why this project is part of the educational program and 

describe the learning targets.

The number of patients with chronic kidney disease (CKD) and end stage renal disease (ESRD) is 

continuously growing. Currently, more than 2 million people are suffering from ESRD worldwide, and the 

number is still increasing [1]. The major problem in CKD patients, other than kidney function loss, is the 

2.1       Please tick each of the 

following boxes that 
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presence of several comorbidities, such as cardiovascular disease, that develop as a result of 

accumulation of uremic waste metabolites, thus increasing mortality in this patient population [2-4].

Currently available treatments for CKD and ESRD are hemodialysis, peritoneal dialysis and kidney 

transplantation, with transplantation being the preferred one due to its ability to restore kidney function.

Because of the shortage in kidney donors, for most of the patients this treatment is not available, which 

makes (hemo- or peritoneal) dialysis the only available treatment. However, dialysis is not very efficient 

in removing the uremic wastes, maintaining most of the mortality-associated comorbidities [5]. For that 

reason, innovative therapies for CKD are being developed, and one of the most promising solutions is the 

bioartificial kidney (BAK) device, composed of proximal tubule epithelial cells (PTEC) cultured on hollow 

fiber membranes (HFM) with generation of confluent and fully differentiated epithelial cell monolayers

[6]. Such a (extracorporal) device will be able to improve the removal of uremic waste compounds from 

blood of affected patients, by incorporating the physiological functions of the renal tubules such as 

excretion (Figure 1).

Figure 1. Combination of hemodialysis (mimicking glomerular function) and of the bioartificial kidney 

(BAK; mimicking tubular function) for achieving a complete removal of uremic solutes from blood.

For the purpose of BAK development we intend to use conditionally immortalized proximal tubule 

epithelial cell lines (ciPTEC), derived from urine of healthy donors [7, 8]. Although the use of patient’s 

own kidney cells would be preferred, this is, as of yet, not possible. The ciPTEC were obtianed through 

immortalization by retroviral transduction with temperature-sensitive mutant U19tsA58 of SV40 large T 

antigen (SV40T) and the essential catalytic subunit of human telomerase (hTERT), as described [9-11],

which allows them to proliferate at the permissive temperature of 33°C and to differentiate to mature 

PTEC at non-permissive temperature of 37°C. In addition, a lentiviral transduction was performed in 

ciPTEC in order to overexpress the organic anion transporter 1 (OAT1;SLC22A6), involved in active 

tubular uptake of organic anions in humans [12], among which the protein-bound anionic uremic toxins 

[13]. ciPTEC were extensively characterized for many proximal tubule functions, such as transport 

activities, and were successfully cultured on HFM for BAK development [7, 12, 13]. Moreover, our recent 

data demonstrate that ciPTEC are not immunogenic and, therefore, represent a safe choice for BAK 

application because immunosuppressive agents may not be needed with its application.

However, given that the cell immortalization is one of the key steps during the process of transformation 

and tumorigenesis, there is an important concern regarding the safety aspects of using immortalized 

cells with retroviral delivery and ectopic expression of different oncogenes, such as SV40T, for cell 

therapy and tissue engineering applications. One of the major risks associated with the use of retro- and 

lentiviruses is the potential for tumorigenesis and oncogenesis, which can depend on the nature of the 

vector system, as well as the transgene itself. In the case of immortalization by SV40T there are two 

main mechanisms of action: 1) activation of E2F-mediated transcription and (2) inhibition of p53. The 

overall effect of this SV40T mechanism of action is excessive cellular proliferation by overcoming  growth 

arrest and preventing apoptosis [14]. However, the fact that SV40T used for the immortalization of 

(Fig 1)



ciPTEC is temperature-sensitive mutant can make it a safer option for cell therapy applications. In fact, 

our current studies in vitro show that the SV40T expression at 37oC is completely absent in ciPTEC, and 

the proliferation of cells cultured at non-permissive temperature is significantly reduced, which indicates 

that the expression of SV40T is highly controlled. In addition, the hTERT, also used for cell 

immortalization, is responsible for elongation of telomeres by adding TTAGGG sequences to the end of 

existing chromosomes, thus allowing cells to avoid senescence and continue to grow and divide, without 

inducing cell transformation [15].

Moreover, the genome integrational site analyses that we performed showed that the integration of the 

transgenes (SV40T, hTERT and OAT1), even though being random, is stable and not involving any genes 

responsible for cell growth and proliferation, further confirming that genetically modified ciPTEC do not 

show any, potentially dangerous, genomic alterations. 

As stated by World Health Organization (WHO), in vitro systems are not always sufficient to prove the 

lack of tumorigenic effect of a cell line intended for cell therapy applications. Therefore, the capacity to 

form tumors needs to be tested in immunosuppressed animals. In addition, the oncogenic potential of 

cell substrates, such as DNA or cell lysate, or the oncogenic activity of viral agents that might be present 

in the cells, are other fundamental questions that have to be addressed using immunodeficient animal 

models [16].
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3.2 Purpose

Describe the project’s main objective and explain why this objective is achievable.



If the project is focussed on one or more research objectives, which research questions should be 

addressed during this project?

If the main objective is not a research objective, which specific need(s) does this project respond to?

The main objective is to study the safety of ciPTEC OAT1 kidney cells in vivo. Hereby we investigate both 

the tumorigenicity and the oncogenicity of these specific kidney cells.

Tumorigenicity:

Tumorigenicity is defined as the property of cells to form tumors when inoculated into susceptible 

animals. As such, tumors that arise contain cells derived from the inoculated cells. This can occur at the 

site of injection but also elsewhere due to metastasis. 

Oncogenicity:

Oncogenicity is defined as the property of an acellular agent to induce cells of an animal to become

tumor cells. Tumors that arise are derived from the host itself. Oncogenic activity from cell substrates 

could be due to either the cell substrate DNA (and perhaps other cellular components) or an oncogenic 

viral agent present in the cells.

Procedure:

Tumorcells will be implanted in the flank, after which animals will be observed for developing tumors. 

In case of developing tumors, tumorsize will be measured using a digital or vernier caliper.

Translation:

As soon as any risk on tumorigenicity or oncogenicity results from the animal study, further development 

of the BAK system in its current form will be terminated. It is not known how humans respond to 

conditionally immortalized cell systems. Therefore, translation of negative results (i.e. no risk) to human 

is hampered. However, the choice of an immunodeficient animal model increases the reliability of such a 

translation.

Achievability:

We are convinced that our aim will be achieved within this project and we can decide whether or not

ciPTEC-OAT1 kidney cells are tumorigenic/oncogenic.

The aim is achievable, since:

- Most importantly, we use a well established animal model in oncology, namely the T-cell deficient

nude RNU rat. This is a susceptible rat in which cancerous cells are most likely to arise.

- We monitor the live animals for a long period of time after inoculation

- Tumors can easily be localized (by palpation) and measured (and be compared to our positive 

controls)

- Tissue can be examined both histologically and genotypically afterwards

3.3 Relevance

What is the scientific and/or social relevance of the objectives described above?

There is a great need of a BAK. People with a serious heatlh condition or disease in which their kidneys 

fail, currently depend on kidney transplantation or kidney dialysis as possible treatments. However, both 

treatments are far from ideal. Patients undergoing dialysis have a poor quality of life and a lot of 

patients awaiting transplantation cannot be helped in time due to donor shortage. Moreover, even after 

successful transplantation there is still a chance of rejection of the donor kidney, for which patients need 

to take immunosuppressive medication with many side effects.

Kidney dialysis is a treatment that will remove certain toxic waste products (20%) from the body. 

However, other toxic waste products (80%) unfortunately cannot be removed and will accumulate in the 

body over time. This is due to limitations of the currently applied filter membranes within the artificial

kidney. 

A possible solution for these problems is the BAK. This is an artificial kidney that contains allogeneic 



human kidney cells, such as our ciPTEC-OAT1 dereived from a healthy donor. Those cells will remove the

remaining toxic waste products that cannot be removed by the regular dialysis process. Great progress is 

currently being made in this field of research with promising results. These ciPTEC OAT1 cells are 

genetically modified so that they can be cultured on a large scale. Because of this modification an 

increased risk for tumorigenic or oncogenic properties exists.

In this project, we will investigate the safety of those genetically modified human kidney cells after 

inoculation in a living organism. We will investigate whether these cells can directly form tumors or 

metastases, and we will investigate whether the content of these cells has cancer promoting properties in 

an indirect manner.

When proven safe, these cells can be used for further development of the BAK. And once the BAK has 

been validated and made operational it will help and save millions of lives all over the world.

3.4 Research strategy

3.4.1 Provide an overview of the overall design of the project (strategy).

This project is a straightforward project with only one “type of animal procedure”, which contains a single 

experiment with four treatment groups. One positive control group, one negative control group, one 

tumorigenicity group and one oncogenicity group. Ten animals per treatment group will be inoculated 

and followed for a period of minimal 4 months and a maximum of 6 months. During this period we will 

measure tumorsize twice a week and perform clinical observation three times a week. At the end of the 

experiment, all animals will be euthanized and examined for gross and microscopic evidence of the 

growth of inoculated cells at the site of injection and in other sites. Also, all animals will be imaged at 

two timepoints for further evidence of growing cells in other sites.

Minimal observation period (4 months):

This minimal required observation period is stated in the WHO report: WHO Recommendations for the 

evaluation of animal cell cultures as substrates for the manufacture of biological medicinal products and 

for the characterization of cell banks. Geneva, World Health Organization (WHO Expert Committee on 

Biological Standardization. Sixty-first report; WHO Technical Report Series, No. 978, Annex 3), 2010; 

p138.

Maximal observation period (6 months):

This maximal observation period was previously used in a study by Liu et al. 2010. We want to use the 

same observation period.  Liu J, Mani S, Schwartz R, Richman L, Tabor DE. Vaccine. 2010 Feb 

3;28(5):1285-93. doi: 10.1016/j.vaccine.2009.11.023. Liu also studied the oncogenicity and 

tumorigenicity of kidney cells (the canine MDCK cell line). This study was done to ensure the safety of 

this cell line for vaccine production. For oncogenicity they injected MDCK cell lysate and cell DNA into 

immunodeficient rats. For tumorigenicity they injected an intact MDCK cell suspension into 

immunodeficient mice. A HeLa cell suspension was used as a positive control.

Image timepoints:

First timepoint will be the at which the animals of the positive controlgroup start developing nodules, the 

second timepoint is at the end of experiment (human endpoint or end of observational period).

HeLa cells (positive control group):

HeLa cells comprise an immortalized, continuously cultured cell line of human cancer cells. Unlike normal 

body (somatic) cells, HeLa cells thrive indefinitely in laboratory tissue cultures, a trait that has allowed 

them to assume tremendous importance in biomedical research. Since the mid-twentieth century, the 

cells have been distributed around the world and used in innumerable medical endeavors, including 

investigations into the nature of cancer, the development of vaccines, the mapping of genes, the 

treatment of diseases, and the mechanisms involved with programmed cell death (apoptosis). The cell 

line arose in 1951 from samples collected during a biopsy on Henrietta Lacks, a poor 31-year-old African-

American patient suffering from a cervical tumor. The designation HeLa, derived from the first two letters 

of her first and last names, was used to keep her identity anonymous. (Henrietta Lacks, who died later in 



1951, was not publicly identified as the source of the cells for another two decades.) During subsequent 

investigations, the sample cells were found to behave abnormally. Unlike typical somatic cells, which 

undergo cell aging (senescence) and lose the ability to divide and replicate after a few dozen generations 

(the so-called Hayflick limit), the cells from Henrietta Lacks never stop dividing. Being tumor cells, HeLa 

cells also do not die from apoptosis, the mechanism that normally causes abnormal or unneeded cells to 

self-destruct. HeLa cells thus became the first line of human cells to survive indefinitely in vitro (under 

proper culture-growing conditions). The hardiness of these cells was noted early in the medical literature, 

resulting in numerous requests by other laboratories and research institutions for samples that could be 

cultured. As such, HeLa cells were disseminated around the world and became the basis for numerous 

medical studies that have benefited humankind. For example, Jonas Salk used HeLa cells in the work 

leading up to his creation of a vaccine for polio. In addition, HeLa cells were the first human cells to be 

cloned.

When results are inconclusive, we want to repeat this procedure in a second batch of animals at a later 

timepoint. Also, WHO guidelines (reference [16]) state that if the tumorigenicity group or the  

oncogenicity group show inconclusive results then the experiment should be repeated.

3.4.2 Provide a basic outline of the different components of the project and the type(s) of animal 

procedures that will be performed.

Step1, Habituation:

1 week of habituation upon arrival of the animals to reduce stress levels

Step 2, Inoculation of the animals: 

Positive control group: single injection of viable HeLa cells 

Negative control group: single injection of vehicle

Tumorigenicity testgroup: single injection of viable ciPTEC-OAT1 cells

Oncogeniticy test group: single injection of ciPTEC-OAT1 cell lysate

Step 3, Observation period and assessment of tumorigenicity and oncogenicity:

Animals will be observed three times per week. The animals will be weighed and their welfare will be 

carefully monitored. The body surface will be examined for tumors that may arise.

Assessment of the inoculation site over time:

If a nodule appears, it is measured in two perpendicular dimensions, the measurements being recorded 

two times per week to determine whether the nodule grows progressively, remains stable, or decreases 

in size over time. Moreover, at the time the first nodule appears, rats will be imaged to have more in-

depth information on tumor formations and metastases.

Minimal observation period is 4 months (unless human endpoints are reached earlier), the maximal 

observation period is 6 months

Step 4; Final Assessment of the inoculation site and other sites:

At the end of the observation period, all animals, including the control groups, will be anesthesized and 

scanned using a whole body imager to screen for tumors and metastases. Next, animals will be 

euthanized and examined further for gross and microscopic evidence of tumour formation at relevant 

tissues.

3.4.3 Describe the coherence between the different components and the different steps of the project. If 

applicable, describe the milestones and selection points.

Validation of the procedure:

Progressively growing tumors should be produced in at least 9 of 10 animals injected with the positive 

control reference HeLa cells. At least 90% of the inoculated control cells must be positive for the test to 

be valid. Due to the nature of the HeLa cells, it is not expected that this percentage will be lower than 

90% but if it does happen, we will repeat the experiment.



Assessment of the inoculation site over time:

If a nodule appears, it is measured in two perpendicular dimensions, the measurements being recorded 

weekly to determine whether the nodule grows progressively, remains stable, or decreases in size over 

time. Cell lines that produce nodules that fail to grow progressively are not considered to be tumorigenic.

Tumorigenicity:

Interpretation of results: The test is considered positive if at least 2 of 10 animals inoculated with the 

test article cells develop tumors at the site of inoculation or at a metastatic site or histologic or genotypic 

examination reveals that the nature of the cells constituting the tumors is consistent with that of the 

inoculated cells. If only one of 10 animals develops a tumor that meets the previous criteria, the cell line 

should be considered possibly tumourigenic and examined further.

Oncogenicity:

Interpretation of results: If tumours arise in the cell lysate or DNA assay, then these could be induced by 

an oncogenic virus or oncogenic DNA. The test is considered positive if at least 2 of 10 animals inoculated 

with the cell content develop tumors at the site of inoculation or at a metastatic site or histologic or 

genotypic examination reveals that the nature of the cells constituting the tumors is consistent with that 

of the inoculated the positive control reference cells. If only one of 10 animals develops a tumor that 

meets the previous criteria, the cell line should be considered possibly oncogenic and examined further.

Milestones:

minimal duration of the observational period: 4 months post-inoculation

maximal  duration of the observational period: 6 months post-inoculation

early cessation of experiment: when human endpoint is observed as defined in the “Code of practice: 

proefdieren in kankeronderzoek”

3.4.4 List the different types of animal procedures. Use a different appendix ‘description animal 

procedures’ for each type of animal procedure.

Serial number Type of animal procedure 

1 Tumorigenicity and oncogenicity in vivo

2

3

4                      

5

6

7

8

9

10



1 General information

1.1 Provide the approval 

number of the ‘Netherlands 

Food and Consumer 

Product Safety Authority’.

10800

1.2 Provide the name of the 

licenced establishment.
Universiteit Utrecht

1.3 List the serial number and 

type of animal procedure. 

Use the serial numbers 

provided in Section 3.4.4 of 

the Project Proposal form.

Serial number Type of animal procedure

1 Tumorigenicity and oncogenicity in vivo

2 Description of animal procedures

A. Experimental approach and primary outcome parameters

Describe the general design of the animal procedures in relation to the primary outcome parameters. 

Justify the choice of these parameters.

This project is a straightforward project with only one “type of animal procedure”, which contains a single 

experiment with four treatment groups.

One positive controlgroup: This group is included to validate the test. Animals will receive viable HeLA 

cells which are known to induce tumors.

One negative controlgroup: This group will give us information about spontaneous tumor development in 

these animals under standard conditions. Animals will receive vehicle.

One tumorigenicity group: Tumors arising in this group are a direct outcome parameter for measuring 

tumorigenicity. Animals will receive viable kidney cells (ciPTEC-OAT1).

One oncogenicity group: Tumors or cancerous tissue arising in this group are a direct outcome parameter 

for measuring oncogenicity. Animals will receive a kidney cell lysate.

Describe the proposed animal procedures, including the nature, frequency and duration of the treatment. 

Provide justifications for the selected approach.

Step1, Habituation:

1 week of habituation upon arrival of the animals to reduce stress levels

Appendix

Description animal procedures

This appendix should be enclosed with the project proposal for 

animal procedures.

A different appendix ‘description animal procedures’ should be

enclosed for each type of animal procedure.

For more information, see our website

(www.centralecommissiedierproeven.nl).

Or contact us by phone (0900-2800028).

4.



Step 2, Inoculation of the animals: 

Positive control group (n=10): single SC injection of 107 viable HeLa cells suspended in 0.1 ml PBS

Negative control group (n=10): single SC injection of 0.1 ml PBS

Tumorigenicity testgroup (n=10): single SC injection of 107 viable ciPTEC-OAT1 cells suspended in 0.1 ml 

PBS 

Oncogeniticy test group (n=10): single SC injection of cell lysate suspended in 0.05-0.1 ml

Injection site for all animals is the flank

Step 3, Observation period and assessment of tumorigenicity and oncogenicity:

Animals will be observed three times per week. The animals will be weighed and their welfare will be 

carefully monitored. The body surface will be examined for tumors that may arise. 

Assessment of the inoculation site over time:

If a nodule appears, it is measured in two perpendicular dimensions, the measurements being recorded 

two times per week to determine whether the nodule grows progressively, remains stable, or decreases 

in size over time. Moreover, at the time the first nodule appears, rats will be imaged to have more in-

depth information on tumor formations and metastases.

Minimal observation duration is 4 months, the maximal observation period is 6 months

Step 4; Final Assessment of the inoculation site and other sites:

At the end of the observation period, all animals, including the control groups, will be anesthesized and 

scanned using a whole body imager to screen for tumors and metastases. Next, animals will be 

euthanized and examined further for gross and microscopic evidence of tumour formation at relevant 

tissues. Any tumor that is identified is divided into three equal parts: a) fixed in formalin for 

histopathology; b) used to establish a cell line, when possible; and c) frozen for subsequent molecular 

analysis.

Describe which statistical methods have been used and which other considerations have been taken into 

account to minimise the number of animals.

As this project is a safety study, we refer to the “WHO Expert Committee on Biological Standardization”, 

Sixty-first report, p.137 in which the number of animals per treatment group is stated. 

B. The animals

Specify the species, origin, estimated numbers, and life stages. Provide justifications for these choices.

Species and origin:

For these studies, Hsd:RH-Foxn1rnu rats from a registered breeding laboratory in the EU will be used

(Envigo). This model is derived from animals obtained from the Rowett Research Institute, Aberdeen, 

Scotland. It is a T cell deficient rat model which is well established for oncology and transplantation 

research. We will use both males and females, preferably five per sex per group

Estimated numbers:

The “WHO Expert Committee on Biological Standardization”, Sixty-first report, p.137 states that 10 

animal per group should be used for the determination of tumor formation capacity. Since we have 4 

treatment groups, the number of animals will be 40. As this is considered a single experiment, a 

repetition of the experiment in a different batch of animals at a later timepoint is warranted. The report 

states that if if the tumorigenicity group or the oncogenicity group show inconclusive results then those 

groups should be repeated.

More precisely we refer to report page number 137, annex3, section B.8.5 "Number of test animals". 

Also, for tumorigenicity we refer to page 180, section 1,"number of test animals". For oncogenicity we 

refer to page 185, annex 3, section 4, "Number of test animals".

This brings the total amount of animals for this application to 80.



Life stage:

The rats will be 4 weeks old upon arrival. Younger animals are more susceptible regarding the 

development of tumors.

C. Re-use

Will the animals be re-used?

No, continue with question D.

Yes >  Explain why re-use is considered acceptable for this animal procedure.

Are the previous or proposed animal procedures classified as ‘severe’?

No

Yes> Provide specific justifications for the re-use of these animals during the procedures.

D. Replacement, reduction, refinement

Describe how the principles of replacement, reduction and refinement were included in the research 

strategy, e.g. the selection of the animals, the design of the procedures and the number of animals.

Replacement:

A number of in vitro tests have already been done on ciPTEC-OAT1 kidney cells in the laboratory. 

Examples are SV40T expression, focus formation assay, anchorage independent growth assay, invasion

assay, karyotyping and p53 and Rb activity. As all results were negative for potential risk, we aim to 

persue our studies demonstrating safety in vivo.

Reduction:

Not applicable. We use the number of animals stated in the document “WHO Expert Committee on 

Biological Standardization”, Sixty-first report, p.137.

Refinements:

If possible, we will house the animals in IVC cages to minimise infections. Also, we will frequently 

observe each animal. As animal model we will use the RNU nude rat. This is a susceptible rat specifically 

designed for oncology studies. We will euthanize animals that reach their human endpoint.

Explain what measures will be taken to minimise 1) animal suffering, pain or fear and 2) adverse effects 

on the environment.

When animals develop severe adverse effects, we will euthanize them and examine the tissue. This way 

we will prevent adverse effect from maximising.

Repetition and duplication

E. Repetition

Explain what measures have been taken to ensure that the proposed procedures have not already been 

performed. If applicable, explain why repetition is required.

The ciPTEC OAT1 cells are developed in our research group and we have ample experience with these 

cells. The experiments proposed in this application have never been performed, not in our group nor in 

collaborating groups that use our cells. Cell use outside our group is restricted because of a patent. 

Repitition is required by safety regulations. The report states that if the tumorigenicity group or the 

oncogenicity group show inconclusive results then those groups should be repeated.

Accommodation and care



F. Accommodation and care

Is the housing and care of the animals used in experimental procedures not in accordance with Annex III 

of the Directive 2010/63/EU? 

No 

Yes > If this may adversely affect animal welfare, describe how the animals will be housed and 

provide specific justifications for these choices.

G. Location where the animals procedures are performed

Will the animal procedures be carried out in an establishment that is not licenced by the NVWA?

No > Continue with question H.

Yes > Describe this establishment.

Provide justifications for the choice of this establishment. Explain how adequate housing, care and 

treatment of the animals will be ensured.

Classification of discomfort/humane endpoints

H. Pain and pain relief

Will the animals experience pain during or after the procedures?

No > Continue with question I.

Yes > Will anaesthesia, analgesia or other pain relieving methods be used?

                No > Justify why pain relieving methods will not be used.

               Yes > Indicate what relieving methods will be used and specify what measures will be taken 

to ensure that optimal procedures are used.

I. Other aspects compromising the welfare of the animals

Describe which other adverse effects on the animals’ welfare may be expected?

Discomfort caused by the localisation of the tumor, anxiety, inflammation, diarrhea, constipation, 

paralysis.

Explain why these effects may emerge.

The above mentioned adverse effects are general effects of developing cancer in a body.

Indicate which measures will be adopted to prevent occurrence or minimise severity.

We will frequently observe for discomfort and apply the human endpoints as defined in section J. Also, 

Paralysis and diarrhea are criteria for euthanasia.

J. Humane endpoints

May circumstances arise during the animal procedures which would require the implementation of 

humane endpoints to prevent further distress?

No > Continue with question K.

Yes > Describe the criteria that will be used to identify the humane endpoints.

- Tumor mass: maximal acceptable tumormass 10%, ± 40 cm3 or a 4,2 cm diameter.
- Weight loss: >15% of body weight in 2 days

- Severe clinical symptoms, Cachexia or when death is soon expected (moribund)

Indicate the likely incidence.



Positive control group: We expect at least 90% of the animals in this treatment group to develop severe 

symptoms.

Negative control group: We expect none of these animals to develop severe symptoms since the negative 

treatment group will receive a vehicle injection of PBS instead of cells or cell content.

Tumorigenicity testgroup: There is a chance that tumors or cancer will develop in this group. The 

likelihood is unknown and is exactly the aim of this project.

Oncogeniticy test group: There is a chance that tumors or cancer will develop in this group. The 

likelihood is unknown and is exactly the aim of this project.

K. Classification of severity of procedures

Provide information on the expected levels of discomfort and indicate to which category the procedures 

are assigned (‘non-recovery’, ‘mild’, ‘moderate’, ‘severe’). 

This animal procedure “Tumorigenicity and oncogenicity in vivo” will be assigned to the category 

‘moderate’. The adverse effects are mentioned in section I. These possible developing effects will depend 

on when, where and how the tumor develops. 

Positive control group: moderate (25%)

Negative control group: light (25%)

Tumorigenicity testgroup: moderate (25%)

Oncogeniticy test group: moderate (25%)

Summary: 25% light discomfort and 75% moderate discomfort

End of experiment

L. Method of killing

Will the animals be killed during or after the procedures?

No

Yes > Explain why it is necessary to kill the animals during or after the procedures.

At the end of the observation period, all animals, including the reference group(s), are euthanized and 

examined for gross and microscopic evidence of tumor formation at the site of injection and in other 

sites. Any tumour that is identified is divided into three equal parts: a) fixed in formalin for 

histopathology; b) used to establish a cell line, when possible; and c) frozen for subsequent molecular 

analysis.

Is the proposed method of killing listed in Annex IV of Directive 2010/63/EU?

                No > Describe the method of killing that will be used and provide justifications for this 

choice.

                               

                Yes 
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1 General information

1.1 Provide the approval 

number of the ‘Netherlands 

Food and Consumer 

Product Safety Authority’.

10800

1.2 Provide the name of the 

licenced establishment.
Universiteit Utrecht

1.3 List the serial number and 

type of animal procedure. 

Use the serial numbers 

provided in Section 3.4.4 of 

the Project Proposal form.

Serial number Type of animal procedure

1 Tumorigenicity and oncogenicity in vivo

2 Description of animal procedures

A. Experimental approach and primary outcome parameters

Describe the general design of the animal procedures in relation to the primary outcome parameters. 

Justify the choice of these parameters.

This project is a straightforward project with only one “type of animal procedure”, which contains a single 

experiment with four treatment groups.

One positive controlgroup: This group is included to validate the test. Animals will receive viable HeLA 

cells which are known to induce tumors.

One negative controlgroup: This group will give us information about spontaneous tumor development in 

these animals under standard conditions. Animals will receive vehicle.

One tumorigenicity group: Tumors arising in this group are a direct outcome parameter for measuring 

tumorigenicity. Animals will receive viable kidney cells (ciPTEC-OAT1).

One oncogenicity group: Tumors or cancerous tissue arising in this group are a direct outcome parameter 

for measuring oncogenicity. Animals will receive a kidney cell lysate.

Describe the proposed animal procedures, including the nature, frequency and duration of the treatment. 

Provide justifications for the selected approach.

Step1, Habituation:

1 week of habituation upon arrival of the animals to reduce stress levels

Appendix

Description animal procedures

This appendix should be enclosed with the project proposal for 

animal procedures.

A different appendix ‘description animal procedures’ should be

enclosed for each type of animal procedure.

For more information, see our website

(www.centralecommissiedierproeven.nl).

Or contact us by phone (0900-2800028).
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Step 2, Inoculation of the animals: 

Positive control group (n=10): single SC injection of 107 viable HeLa cells suspended in 0.1 ml PBS

Negative control group (n=10): single SC injection of 0.1 ml PBS

Tumorigenicity testgroup (n=10): single SC injection of 107 viable ciPTEC-OAT1 cells suspended in 0.1 ml 

PBS 

Oncogeniticy test group (n=10): single SC injection of cell lysate suspended in 0.05-0.1 ml

Injection site for all animals is the flank

Step 3, Observation period and assessment of tumorigenicity and oncogenicity:

Animals will be observed three times per week. The animals will be weighed and their welfare will be 

carefully monitored. The body surface will be examined for tumors that may arise. 

Assessment of the inoculation site over time:

If a nodule appears, it is measured in two perpendicular dimensions, the measurements being recorded 

two times per week to determine whether the nodule grows progressively, remains stable, or decreases 

in size over time. Moreover, at the time the first nodule appears, rats will be imaged to have more in-

depth information on tumor formations and metastases.

Minimal observation duration is 4 months, the maximal observation period is 6 months

Step 4; Final Assessment of the inoculation site and other sites:

At the end of the observation period, all animals, including the control groups, will be anesthesized and 

scanned using a whole body imager to screen for tumors and metastases. Next, animals will be 

euthanized and examined further for gross and microscopic evidence of tumour formation at relevant 

tissues. Any tumor that is identified is divided into three equal parts: a) fixed in formalin for 

histopathology; b) used to establish a cell line, when possible; and c) frozen for subsequent molecular 

analysis.

Describe which statistical methods have been used and which other considerations have been taken into 

account to minimise the number of animals.

As this project is a safety study, we refer to the “WHO Expert Committee on Biological Standardization”, 

Sixty-first report, p.137 in which the number of animals per treatment group is stated. 

B. The animals

Specify the species, origin, estimated numbers, and life stages. Provide justifications for these choices.

Species and origin:

For these studies, Hsd:RH-Foxn1rnu rats from a registered breeding laboratory in the EU will be used

(Envigo). This model is derived from animals obtained from the Rowett Research Institute, Aberdeen, 

Scotland. It is a T cell deficient rat model which is well established for oncology and transplantation 

research. We will use both males and females, preferably five per sex per group

Estimated numbers:

The “WHO Expert Committee on Biological Standardization”, Sixty-first report, p.137 states that 10 

animal per group should be used for the determination of tumor formation capacity. Since we have 4 

treatment groups, the number of animals will be 40. As this is considered a single experiment, a 

repetition of the experiment in a different batch of animals at a later timepoint is warranted. The report 

states that if if the tumorigenicity group or the oncogenicity group show inconclusive results then those 

groups should be repeated.

More precisely we refer to report page number 137, annex3, section B.8.5 "Number of test animals". 

Also, for tumorigenicity we refer to page 180, section 1,"number of test animals". For oncogenicity we 

refer to page 185, annex 3, section 4, "Number of test animals".

This brings the total amount of animals for this application to 80.



Life stage:

The rats will be 4 weeks old upon arrival. Younger animals are more susceptible regarding the 

development of tumors.

C. Re-use

Will the animals be re-used?

No, continue with question D.

Yes >  Explain why re-use is considered acceptable for this animal procedure.

Are the previous or proposed animal procedures classified as ‘severe’?

No

Yes> Provide specific justifications for the re-use of these animals during the procedures.

D. Replacement, reduction, refinement

Describe how the principles of replacement, reduction and refinement were included in the research 

strategy, e.g. the selection of the animals, the design of the procedures and the number of animals.

Replacement:

A number of in vitro tests have already been done on ciPTEC-OAT1 kidney cells in the laboratory. 

Examples are SV40T expression, focus formation assay, anchorage independent growth assay, invasion

assay, karyotyping and p53 and Rb activity. As all results were negative for potential risk, we aim to 

persue our studies demonstrating safety in vivo.

Reduction:

Not applicable. We use the number of animals stated in the document “WHO Expert Committee on 

Biological Standardization”, Sixty-first report, p.137.

Refinements:

If possible, we will house the animals in IVC cages to minimise infections. Alternatively, we will use 

filtertop cages or housing in a specialised infection unit to minise infections. Also, we will frequently 

observe each animal. As animal model we will use the RNU nude rat. This is a susceptible rat specifically 

designed for oncology studies. We will euthanize animals that reach their human endpoint.

Explain what measures will be taken to minimise 1) animal suffering, pain or fear and 2) adverse effects 

on the environment.

When animals develop severe adverse effects, we will euthanize them and examine the tissue. This way 

we will prevent adverse effect from maximising.

Repetition and duplication

E. Repetition

Explain what measures have been taken to ensure that the proposed procedures have not already been 

performed. If applicable, explain why repetition is required.

The ciPTEC OAT1 cells are developed in our research group and we have ample experience with these 

cells. The experiments proposed in this application have never been performed, not in our group nor in 

collaborating groups that use our cells. Cell use outside our group is restricted because of a patent. 

Repitition is required by safety regulations. The report states that if the tumorigenicity group or the 

oncogenicity group show inconclusive results then those groups should be repeated.



Accommodation and care

F. Accommodation and care

Is the housing and care of the animals used in experimental procedures not in accordance with Annex III 

of the Directive 2010/63/EU? 

No 

Yes > If this may adversely affect animal welfare, describe how the animals will be housed and 

provide specific justifications for these choices.

G. Location where the animals procedures are performed

Will the animal procedures be carried out in an establishment that is not licenced by the NVWA?

No > Continue with question H.

Yes > Describe this establishment.

Provide justifications for the choice of this establishment. Explain how adequate housing, care and 

treatment of the animals will be ensured.

Classification of discomfort/humane endpoints

H. Pain and pain relief

Will the animals experience pain during or after the procedures?

No > Continue with question I.

Yes > Will anaesthesia, analgesia or other pain relieving methods be used?

                No > Justify why pain relieving methods will not be used.

               Yes > Indicate what relieving methods will be used and specify what measures will be taken 

to ensure that optimal procedures are used.

I. Other aspects compromising the welfare of the animals

Describe which other adverse effects on the animals’ welfare may be expected?

Discomfort caused by the localisation of the tumor, anxiety, inflammation, diarrhea, constipation, 

paralysis.

Explain why these effects may emerge.

The above mentioned adverse effects are general effects of developing cancer in a body.

Indicate which measures will be adopted to prevent occurrence or minimise severity.

We will frequently observe for discomfort and apply the human endpoints as defined in section J. Also, 

Paralysis and diarrhea are criteria for euthanasia.

J. Humane endpoints

May circumstances arise during the animal procedures which would require the implementation of 

humane endpoints to prevent further distress?

No > Continue with question K.

Yes > Describe the criteria that will be used to identify the humane endpoints.

- Tumor mass: maximal acceptable tumormass 10%, ± 40 cm3 or a 4,2 cm diameter.
- Weight loss: >15% of body weight in 2 days



- Severe clinical symptoms, Cachexia or when death is soon expected (moribund)

Indicate the likely incidence.

Positive control group: We expect at least 90% of the animals in this treatment group to develop severe 

symptoms.

Negative control group: We expect none of these animals to develop severe symptoms since the negative 

treatment group will receive a vehicle injection of PBS instead of cells or cell content.

Tumorigenicity testgroup: There is a chance that tumors or cancer will develop in this group. The 

likelihood is unknown and is exactly the aim of this project.

Oncogeniticy test group: There is a chance that tumors or cancer will develop in this group. The 

likelihood is unknown and is exactly the aim of this project.

K. Classification of severity of procedures

Provide information on the expected levels of discomfort and indicate to which category the procedures 

are assigned (‘non-recovery’, ‘mild’, ‘moderate’, ‘severe’). 

This animal procedure “Tumorigenicity and oncogenicity in vivo” will be assigned to the category 

‘moderate’. The adverse effects are mentioned in section I. These possible developing effects will depend 

on when, where and how the tumor develops. 

Positive control group: moderate (25%)

Negative control group: mild (25%)

Tumorigenicity testgroup: moderate (25%)

Oncogeniticy test group: moderate (25%)

Summary: 25% mild discomfort and 75% moderate discomfort

End of experiment

L. Method of killing

Will the animals be killed during or after the procedures?

No

Yes > Explain why it is necessary to kill the animals during or after the procedures.

At the end of the observation period, all animals, including the reference group(s), are euthanized and 

examined for gross and microscopic evidence of tumor formation at the site of injection and in other 

sites. Any tumour that is identified is divided into three equal parts: a) fixed in formalin for 

histopathology; b) used to establish a cell line, when possible; and c) frozen for subsequent molecular 

analysis.

Is the proposed method of killing listed in Annex IV of Directive 2010/63/EU?

                No > Describe the method of killing that will be used and provide justifications for this 

choice.

                               

                Yes 



A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer : 2016.II.859.028       

2. Titel van het project : Tumorgenicity and oncogenicity in vivo of ciPTEC OAT1 kidney cells 

3. Titel van de NTS : Kanker bevorderende en tumorvormende eigenschappen van genetisch   

                                       aangepaste niercellen 

 

4. Type aanvraag: 

 nieuwe aanvraag projectvergunning  

 wijziging van vergunning met nummer :       

 

5. Contactgegevens DEC 

Naam DEC  : DEC Utrecht 

Telefoonnummer contactpersoon : 088 – 75 59 247 

Emailadres contactpersoon : dec-utrecht@umcutrecht.nl 

 

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

 ontvangen door DEC: 10-01-2017 

 aanvraag compleet:       

 in vergadering besproken: 18-01-2017 

 anderszins behandeld:       

 termijnonderbreking(en) van / tot : 24-01-2017/03-02-2017 

 besluit van CCD tot verlenging van de totale adviestermijn met max. 15 werkdagen:       

 aanpassing aanvraag:       

 advies aan CCD: 13-02-2017 

 

7. De aanvraag is afgestemd met de IvD en deze is hiermee akkoord. 

 

8. Eventueel horen van aanvrager  

- Datum:       

- Plaats:       

- Aantal aanwezige DEC-leden:       

- Aanwezige (namens) aanvrager:       

- Gestelde vragen en verstrekte antwoorden: 

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

 

9. Correspondentie met de aanvrager 

- Datum vragen: 24-01-2017 

- Datum antwoord: 03-02-2017 

- Gestelde vragen en antwoorden:  

 

9.



Projectvoorstel 

3.2 Doel: De zin: “Information on the use of conditionally …limits the risk minimally”. In wat 

cryptisch geformuleerd. Onderzoeker vragen deze zin begrijpelijk te herschrijven.  

Herschreven in ‘It is not known how humans respond to conditionally immortalized cell 

systems. Therefore, translation of negative results (i.e. no risk) to human is hampered. 

However, the choice of an immunodeficient animal model increases the reliability of such a 

translation.’. 

3.4 Onderzoeksstrategie: U geeft hier aan dat dezelfde maximale observatieperiode wordt 

gebruikt als Liu in zijn onderzoek. De DEC zou graag kort wat meer informatie willen over 

wat Liu onderzocht heeft.  

Toegevoegd: ‘Liu also studied the oncogenicity and tumorigenicity of kidney cells (the 

canine MDCK cell line). This study was done to ensure the safety of this cell line for vaccine 

production. For oncogenicity they injected MDCK cell lysate and cell DNA into 

immunodeficient rats. For tumorigenicity they injected an intact MDCK cell suspension into 

immunodeficient mice. A HeLa cell suspension was used as a positive control.’. 

 

Bijlage 1 

B. De dieren: U geeft aan dat een N=10 nodig is voor het bepalen van de oncogeniciteit, 

maar dit is niet in overeenstemming met het WHO rapport waarnaar u refereert. Dit dient 

aangepast c.q. verhelderd te worden. 

Toegevoegd: ‘More precisely we refer to report page number 137, annex 3, section B.8.5 

"Number of test animals". Also, for tumorigenicity we refer to page 180, section 1, "number 

of test animals". For oncogenicity we refer to page 185, annex 3, section 4, "Number of test 

animals".’. 

E. Herhaling: U zegt hier: “Repitition is required by safety regulations”. Volgens de DEC 

klopt dit echter niet, dit is alleen nodig bij inconsistente resultaten (volgens het WHO 

rapport). Graag wijzigen. 

De volgende uitleg is toegevoegd: ‘The report states that if the tumorigenicity group or the 

oncogenicity group show inconclusive results then those groups should be repeated.’. 

J. Humane eindpunten: Als humaan eindpunt noemt u >15% gewichtsverlies in 2 dagen 

of na het weekend. De DEC is echter van mening dat de dieren ook in het weekend 

gewogen dienen te worden. Graag wijzigen.  

De tekst is aangepast in: ‘>15% gewichtsverlies in 2 dagen’. 

K. Classificatie van ongerief: U schat het ongerief in als ernstig. De DEC ziet echter geen 

enkele reden om het onderzoek tot ernstig ongerief te laten voortduren en is van mening 

dat met maximaal matig ongerief ook aangetoond moet kunnen worden of, wanneer, 

waar en hoe er celgroei is. Graag uw visie. 

We zijn het eens met de mening van de DEC en hebben ongerief aangepast. 

- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag.  
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10. Eventuele adviezen door experts (niet lid van de DEC) 

- Aard expertise:       

- Deskundigheid expert:       

- Datum verzoek:       

- Strekking van het verzoek:       

- Datum expert advies:       

- Advies expert:       

 

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling) 

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

2.  De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag. 

3.  De DEC is competent om hierover te adviseren.  

4. Er zijn geen DEC-leden betrokken bij het betreffende project.  

 

C. Beoordeling (inhoud): 

1.  De aanvraag is toetsbaar en heeft voldoende samenhang. Mensen met een ernstige ziekte 

waarbij de nier faalt, zijn op dit moment afhankelijk van twee behandelmethoden: 1) een 

niertransplantatie of 2) nierdialyse. Een niertransplantatie is de beste behandeling, maar de 

gemiddelde wachttijd voor een nier ligt momenteel op 3 jaar. Hierdoor kunnen sommige 

patiënten niet op tijd worden geholpen. De patiënten die wel een transplantatie ondergaan 

moeten vervolgens hun leven lang medicijnen slikken om afstoting van de donor te voorkomen, 

wat veel bijwerkingen met zich meebrengt. Het grootste deel van de patiënten ondergaat 

nierdialyse, een behandelmethode dat ongeveer 20% van de schadelijke stoffen uit het lichaam 

kan halen. Dat betekent dat 80% van deze schadelijke stoffen in het lichaam achterblijft en zich 

ophopen. Hierdoor ontstaan heftige bijwerkingen, zoals vermoeidheid en een groot risico op 

hart- en vaatziekten. Als alternatieve behandeling wordt de biologische kunstnier ontwikkeld. 

Deze kunstnier, die buiten het lichaam wordt aangesloten op de bloedbaan, is van binnen 

bekleed met menselijke (ciPTEC OAT1) niercellen, die ervoor zorgen dat het overgrote deel van 

de schadelijke stoffen in het lichaam verwijderd kunnen worden. De niercellen zijn genetisch 

aangepast zodat ze in het laboratorium op grote schaal gekweekt kunnen worden waarna ze in 

de kunstnier gebracht worden. Bij deze vorm van behandeling wordt geen afweerreactie 

verwacht. Er moet echter nog onderzocht worden of de niercellen veilig zijn wanneer zij in een 

levend organisme terechtkomen. Onderzocht zal worden of de niercellen tumoren kunnen 

vormen en of de inhoud van deze cellen op een indirecte manier kankerbevorderende 

eigenschappen heeft. Om die reden is deze studie aan te merken als een veiligheidsstudie, met 

een straight forward opzet. De relatie tussen het hoofddoel en het subdoel is helder en 

vergelijkbaar met voorbeeld 4B uit de ‘Handreiking Invulling Definitie Project’. 

 

2.  Voor zover de DEC bekend, is er geen mogelijk tegenstrijdige wetgeving die het uitvoeren van 

de proef in de weg zou kunnen staan. 
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3.  De in de aanvraag aangekruiste doelcategorieën sluiten aan bij de hoofddoelstelling(en).  

 

Belangen en waarden 

4. Het directe doel van het project is de veiligheid van ciPTEC OAT1 niercellen in vivo bestuderen, 

door de tumorgeniciteit en de oncogeniciteit te bepalen. Het uiteindelijke doel van het project is 

de humane toepassing van de biologische kunstnier. Om de stap naar humane toepassing van 

de biologische kunstnier te kunnen maken, is het wettelijk verplicht eerst een veiligheidsstudie 

te verrichten. De DEC is daarom van mening dat er in voldoende mate een relatie is tussen het 

directe doel en het uiteindelijke doel.  

 

5.  De belangrijkste belanghebbenden in dit onderzoeksproject zijn: de proefdieren, de doelgroep 

(nierdialyse patiënten) en het onderzoeksveld. De morele waarden die voor de proefdieren in 

het geding zijn: welzijn (gezondheid en stress) en rechtvaardigheid (intrinsieke waarde en 

integriteit). De morele waarden die voor de doelgroep worden bevorderd zijn: welzijn (kwaliteit 

van leven) en rechtvaardigheid (beschikbaarheid van een veilige therapie). De morele waarden 

die voor het onderzoeksveld bevorderd worden zijn: welzijn (wetenschappelijke ontwikkelingen).  

 

6. Er is geen sprake van substantiële milieueffecten. 

 

Proefopzet en haalbaarheid 

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

voldoende gewaarborgd. De DEC is ervan overtuigd dat de aanvrager over voldoende expertise 

en voorzieningen beschikt om de projectdoelstelling met de gekozen strategie/aanpak binnen 

de gevraagde termijn te realiseren. De DEC Utrecht is er bovendien van overtuigd dat de 

aanvrager gedurende het project zal kunnen en blijven voldoen aan de 3V-beginselen om te 

voorkomen dat teveel proefdieren zullen worden ingezet en dat ze onnodig nadeel zullen 

ondervinden van de experimenten. 

 

8.  Om de tumorgeniciteit te bepalen worden ciPTEC-OAT1 cellen in de flank geïnjecteerd en voor 

het bepalen van de oncogeniciteit worden gelyseerde cellen, eveneens in de flank, geïnjecteerd. 

Vervolgens worden de dieren gedurende een periode van minimaal 4 en maximaal 6 maanden 

3x per week geobserveerd en vanaf het moment dat zich tumoren ontwikkelen wordt de 

tumorgroei en metastasering 2x per week gemeten om te bepalen of de tumor groeit, stabiel 

blijft of afneemt. Aan het einde van de observatieperiode worden de dieren onder anesthesie 

geïmaged om alle tumoren in kaart te brengen. Hierna worden de dieren gedood om bloed en 

relevante weefsels nader te onderzoeken op de aanwezigheid van tumoren of kankercellen. De 

DEC is derhalve van mening dat het project goed is opgezet, de voorgestelde experimentele 

opzet en uitkomstparameters logisch en helder aansluiten bij de aangegeven doelstellingen en 

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

doelstelling binnen het kader van het project. 
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Welzijn dieren 

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

omstandigheden of behandeling van de dieren: 

 Bedreigde diersoort(en) (10e lid 4) 

 Niet-menselijke primaten (10e) 

 Dieren in/uit het wild (10f) 

 Niet gefokt voor dierproeven (11, bijlage I EU richtlijn) 

 Zwerfdieren (10h) 

 Hergebruik (1e lid 2) 

 Locatie: buiten instelling vergunninghouder (10g) 

 Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13) 

 Dodingsmethode niet volgens bijlage IV EU richtlijn (13c lid 3) 

 

10.  De dieren worden gehuisvest en verzorgd op een wijze die voldoet aan de eisen die zijn 

opgenomen in bijlage III van de EU richtlijn.  

 

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

geclassificeerd. Voor 25% van de dieren is het ongerief ingeschat op licht vanwege een 

subcutane injectie met een zoutoplossing. De overige 75 % van de dieren zal maximaal matig 

ongerief ervaren vanwege de subcutane injectie en de mogelijke ontwikkeling van tumoren. 

 

12.  De integriteit van de dieren wordt fysiek aangetast door het toedienen de subcutane injectie, 

waardoor al dan niet tumoren zullen gaan groeien.  

 

13.  De humane eindpunten zijn in de bijlage dierproeven goed gedefinieerd. Het is echter lastig in 

te schatten welk percentage dieren naar verwachting een humaan eindpunt bereikt. De 

onderzoeker verwacht dat 90% van de dieren in de positieve controle groep het humane 

eindpunt bereikt. Van de negatieve controle groep wordt verwacht dat geen van de dieren het 

humane eindpunt bereikt omdat zij enkel een zoutoplossing krijgen toegediend. Van de 

tumorgeniciteit en oncogeniciteit groep is nog niet aan te geven of zich tumoren zullen 

ontwikkelen; het is juist het doel van dit onderzoek om dat uit te zoeken. 

 

3V’s 

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

vervangingsalternatieven zijn. Er hebben reeds in vitro experimenten plaatsgevonden, waarbij de 

resultaten negatief waren. Volgens veiligheidsvoorschriften dient dit ook in vivo bevestigd te 

worden alvorens de translatiestap gemaakt kan worden.  

 

15.  Het aantal te gebruiken dieren is realistisch ingeschat en er is een heldere strategie om ervoor te 

zorgen dat tijdens het project met zo min mogelijk dieren wordt gewerkt waarmee een 

betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. Omdat dit project een veiligheidsstudie betreft, is 
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het aantal dieren per behandelgroep gebaseerd op de "WHO Expert Committee on Biological 

Standardization”, Sixty-first report, p.137. 

 

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

is zodanig opgezet dat de dierproeven zo humaan mogelijk kunnen worden uitgevoerd. Voor 

het project worden RNU naakte ratten gebruikt, welke zeer geschikt zijn voor oncologiestudies 

doordat zij een verminderde afweer hebben en daardoor vatbaarder zijn voor het ontwikkelen 

van tumoren, waardoor de gevoeligheid van de veiligheidstest toeneemt. Vanwege de 

verminderde afweer zijn de dieren ook vatbaarder voor het krijgen van infecties. Om die reden 

zullen de dieren, indien mogelijk, gehuisvest worden in IVC kooien. De dieren worden daarnaast 

regelmatig geobserveerd om ongerief tijdig te kunnen vaststellen en onnodig lijden te 

voorkomen.  

 

17.  De niercellen die in dit onderzoek worden getest op veiligheid zijn ontwikkeld door de 

aanvrager. Hiermee is aannemelijk gemaakt dat er geen duplicatie plaatsvindt en de aanvrager 

beschikt over voldoende expertise en informatie om te voorkomen dat onnodige duplicatie 

plaatsvindt.  

 

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 

18.  Dieren van beide geslachten zullen in gelijke mate worden ingezet.  

  

19.  De dieren worden in het kader van het project gedood, omdat de doelstellingen van het project 

alleen behaald kunnen worden door de dieren te onderzoeken op de aanwezigheid van 

tumoren of kankercellen. De dieren worden volgens een, bijlage IV van de EU richtlijn, passende 

methode gedood.  

 

20.  Omdat in het projectvoorstel ratten worden aangevraagd is de vraag over 

herplaatsing/hergebruik niet van toepassing.  

  

NTS 

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

geformuleerd. 

 

 

D. Ethische afweging 

1.  De morele vraag die de DEC dient te beantwoorden is of het belang van dit onderzoek, gericht 

op het in vivo bestuderen van de veiligheid van menselijke ciPTEC OAT1 niercellen, de 

onvermijdelijke aantasting van het welzijn en de integriteit van de gebruikte proefdieren kan 

rechtvaardigen. 
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2.  Er vindt een beperkte tot aanzienlijke aantasting van welzijn en integriteit van de proefdieren 

plaats, met licht ongerief voor een kwart van de dieren en maximaal matig voor de dieren die 

mogelijk tumoren ontwikkelen. Daar staat tegenover dat dit onderzoek belangrijke informatie 

geeft over de veiligheid van de ciPTEC OAT1 niercellen in vivo en dat deze informatie op korte 

termijn van essentieel belang is voor vervolgonderzoek. Uiteindelijke kunnen de resultaten van 

het voorliggende onderzoek en eventuele vervolgonderzoeken ertoe bijdragen dat een finale 

stap kan worden gemaakt, namelijk translatie van de biologische kunstnier naar de mens. De 

DEC kent daar veel gewicht aan toe. Mensen met ernstige nierfalen, zijn op dit moment 

afhankelijk van twee suboptimale behandelmethoden, namelijk niertransplantatie of nierdialyse. 

Er is derhalve grote vraag naar een nieuwe behandelmethode. Indien deze veiligheidsstudie laat 

zien dat de ciPTEC OAT1 niercellen in vivo geen tumoren vormen en ook de inhoud van deze 

cellen op een indirecte manier geen kankerbevorderende eigenschappen hebben, dan zal dit 

project er toe bijdragen dat patiënten betere behandelmogelijkheden krijgen. Het is aannemelijk 

dat de translationele doelstelling behaald zal worden. Daarvoor is de inzet van proefdieren 

noodzakelijk, maar de onderzoekers doen al het mogelijke om het ongerief voor de dieren en 

het aantal dieren tot een minimum te beperken. Dat het voor het onderzoeksveld van belang 

kan zijn om aansprekende onderzoeksresultaten te boeken is juist, maar in de uiteindelijke 

afweging kent de DEC daar weinig gewicht aan toe. 

 

3. Op grond van het bovenstaande is de DEC van oordeel dat het verrichten van deze 

veiligheidsstudie een essentieel belang vertegenwoordigt en dat dit essentiële belang opweegt 

tegen de beperkte tot aanzienlijke aantasting van het welzijn en de integriteit van de 

proefdieren. Het gebruik van de proefdieren zoals beschreven in de aanvraag is daarmee 

gerechtvaardigd. 

 

E. Advies 

1.  Advies aan de CCD 

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen.  

 

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen onder de volgende voorwaarden. 

 

 De DEC adviseert de vergunning niet te verlenen vanwege: 

  

2.  Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus. 

 

3.  Er zijn geen knelpunten/dilemma’s naar voren gekomen tijdens het beoordelen van de aanvraag 

en het opstellen van het advies. 
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11.













Inventaris Wob-verzoek W17-08

wordt verstrekt weigeringsgronden

nr. document NTS 2017888 reeds openbaar niet geheel deels 10.1.c 10.2.e 10.2.g 11.1

� Aanvraagformulier x x x

� NTS  initieel x

� Projectvoorstel x

� Bijlage beschrijving dierproeven x

� Ontvangstbevestiging en factuur x x x

� DEC-Advies x x x

� Verzoek om aanvullende informatie x x x

� NTS herzien x

	 Advies CCD x x

�
 Beschikking en vergunning x x x
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Het aantal patiënten met overgewicht en de daarbij behorende gezondheidsproblemen 

neemt toe. Deze patiënten krijgen vaak te maken met problemen waardoor de werking 

van de darm, de nier en de lever verstoord raken.  

Darm, nier en lever spelen een hele belangrijke rol bij zowel de opname van stoffen 

(met name het maag-darm kanaal), als bij het omzetten van deze stoffen (lever en darm) 

en het uitscheiden van stoffen (nier, lever). Begrip van deze processen (kinetiek 

genoemd) en interactie van stoffen in een minder functioneel orgaan kan gebruikt 

worden om dosering aan te passen voor deze patiënten. Daarnaast kunnen bijwerkingen 

voorkomen of beter voorspeld worden. Om dit te kunnen bepalen is het nodig om 

gebruik te maken van goede voorspelbare methode. Wij willen ex vivo (buiten het 
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lichaam) de functie en kinetiek van stoffen bestuderen in darm, lever en nier. Deze 

orgaanmodellen kunnen dan gebruikt worden om kinetiek van medicijnen en 

voedingsstoffen in ziekte en gezondheid te bestuderen. Het doel is om deze methode op 

te zetten in organen van dieren maar om uiteindelijk over te gaan op menselijk materiaal 

(zoals afgekeurde donor organen of materiaal dat beschikbaar komt na operatie). We 

verwachten dat door gebruik te maken van modellen die op de mens lijken, en 

uiteindelijk ook humaan materiaal, de ontwikkeling van nieuwe medicijnen en 

therapeutica sneller kan plaatsvinden en dat deze sneller op de markt zullen komen. 

Afhankelijk van de vraagstelling kan gebruikt gemaakt worden van slachthuisafval of 

van organen van proefdieren die voor een ander doeleinde zijn gedood. Het is echter in 

sommige gevallen noodzakelijk om materiaal te gebruiken van dieren die speciaal voor 

dit onderzoek gedood zijn.
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Het aantal patiënten met metabole dysfunctie neem toe. Deze patiënten krijgen vaak te maken met metabole 

complicaties waaronder het dysfunctioneren van de darm, de nier en de lever.  

Darm, nier en lever spelen een hele belangrijke rol bij zowel absorptie van stoffen (met name het maag-darm kanaal), 

als bij de metabolisatie (lever en darm) en excretie van stoffen (nier, lever). Begrip van de kinetiek en interactie van 

stoffen in een (dys)functionerend orgaan kan in klinische setting gebruikt worden om dosering aan te passen voor 

specifieke omstandigheden in de patiënt (met verstoorde nier/lever/darm functie). Daarnaast kunnen bepaalde 

bijwerkingen die bijvoorbeeld veroorzaakt worden door drug-drug interactie voorkomen worden. Om dit te kunnen 

bepalen is het nodig om gebruik te maken van goede voorspelbare en translationele methode. Wij willen ex vivo de 

functie en farmacokinetiek van stoffen bestuderen in darm, lever en nier. Deze ex vivo modellen kunnen dan 

gebruikt worden om kinetiek en metabolisme van medicijnen en nutriënten in ziekte en gezondheid te 

bestuderen, denk hierbij aan, o.a (verstoorde) klaring door de lever of nier en opname in de darm. Het doel is om 

deze methode op te zetten in dierlijk materiaal maar om uiteindelijk over te gaan op humaan materiaal (zoals 

afgekeurde donor organen of materiaal dat beschikbaar komt na operatie). Het uiteindelijke doel is, door gebruik te 

maken van translationele modellen, en uiteindelijk ook humaan materiaal, de ontwikkeling van nieuwe medicijnen en 

therapeutica sneller te laten plaatsvinden en beschikbaarheid op de markt te versnellen. 

Darm: Voor de darm studies willen we gebruik maken van een al bestaand systeem nl het InTESTine
TM

 platform. Dit is 

een medium throughput platform, wat betekent dat we met 1 stuk darmweefsel meer dan 96 condities kunnen testen. 

Afhankelijk van de vraagstelling kan gebruik gemaakt worden van slachthuisafval of dieren die voor een ander 

doeleinde zijn gedood. Het is echter in sommige gevallen (bijvoorbeeld wanneer intacte mucosa nodig is) wenselijk om 

vers darmweefsel te gebruiken.

  

Lever en nier: We willen voor de lever en nier ook een ex vivo model opzetten om meer informatie te krijgen over hoe 

deze organen met triggers van buitenaf, zoals nutrienten, bacteriën of farmaca, omgaan en op welke manier ze een rol 

spelen in de farmacokinetiek van een bepaalde stof in ziekte en gezondheid. Farmacokinetische studies met bekende  

drugs zullen in dit model worden getest en vergeleken met bekende in vivo data. Als het model goed voorspellend is 

voor de in vivo situatie zullen het model gebruikt worden om nieuwe drugs te testen. Deze kennis zal bijdragen aan het 

verbeteren en versnellen van klinische studies en kan leiden tot een versnelde beschikbaarheid voor de patiënt. Ook kan 

men informatie verkrijgen over drug-drug interactie in organen waarin de functie verstoord is. Vooral voor de nier is er 

een gebrek aan goede functionele en voorspellende markers, met name vanwege de complexiteit van dit orgaan. In de 

kliniek is het vaak een probleem dat nierfalen pas wordt gediagnosticeerd op het moment dat patiënt zich al in een 

vergevorderd stadium bevindt. Daarom willen we onderzoeken of microdosering van (radioactief) gelabelde stoffen 

gebruikt kan worden om de lever en nier functie op een betrouwbare en veilige manier te meten en of we deze methode 

kunnen gebruiken om mogelijk nieuwe markers te identificeren. In het verleden in al aangetoond dat microtracing voor 

de darm een veilige en betrouwbare methode is. 

In de voorgestelde ex vivo setup kan men heel gericht in 1 geïsoleerd orgaan naar de functie en/of farmacokinetiek van  

een bepaalde stof kijken. 

Om de functie en de manier waarop een orgaan omgaat met stoffen goed te kunnen bestuderen is het noodzakelijk om 

vers/levend weefsel te gebruiken. Dit kan afkomstig zijn van slachtafval, van dieren die voor een ander doel zijn 

gedood maar waarvan deze organen beschikbaar zijn, van dieren die (eventueel voorbehandeld) voor een specifieke 

vraagstelling zijn gedood of humaan materiaal (zoals afgekeurde transplantatie organen of restmateriaal na operatie).  

Dit wordt verder besproken in 3.4
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�Het doel van het onderzoek is het bestuderen van functie, kinetiek en metabolisme van stoffen in een geïsoleerd 

orgaan. Het gaat hierbij specifiek om first-pass organen zoals darm, lever en nier. Dit zal in preklinische setting 

plaatsvinden om de methode op te zetten en te valideren. Het achterliggende doel is om de verworven kennis 

uiteindelijk toe te passen op humaan materiaal. 

Voor de darm is al methodologische ervaring met het ex vivo bestuderen van functie en farmacokinetiek in dierlijk 

materiaal.   

De volgende vragen zullen o.a. beantwoord worden:

Darm:

• Wat zijn de verschillen in regionale absorptie (duodenum, jejunum, ileum, colon) van stoffen, en wat is het 

verschil tussen species (varken versus humaan – voor de vertaalslag heel belangrijk)? Dit helpt te bepalen in 

hoeverre resultaten 1:1 vertaald kunnen worden naar de mens en waar aanvullende informatie vereist is.

• Welke invloed hebben externe factoren (omgeving, stress, behandeling, ziekte, ontsteking) op de 

darmdoorlaatbaarheid van stoffen en hoe kunnen we die moduleren.  

Voor de lever en nier zal eerst de ex vivo meet methode opgezet moeten worden. Dit is het eerste doel van deze 

aanvraag. Het tweede doel van deze aanvraag is om in deze ex vivo modellen de farmacokinetiek van stoffen te 

bestuderen in gezondheid en ziekte. 

Doelstellingen voor het opzetten van de meet methode zijn oa: 

• Lever en nier minimaal 4 uur stabiel laten functioneren ex vivo. Uit literatuur is bepaald dat dit de minimale 

tijd is die nodig is om een experiment uit te voeren waarin zowel functie als klaring van een stof kan worden 

bestudeerd. 

• Ex vivo induceren van schade aan het orgaan zodat farmacokinetiek ook in ziek orgaan kan worden 

bestudeerd. Dit zal niet voor chronische schade mogelijk zijn maar wel voor acute schade. 

• Identificeren van functionele en voorspellende markers voor ex vivo functie en correleren aan humane data 

• Meten van farmacokinetiek van referentie stof en uitkomst vergelijken met in vivo data uit humane data sets of 

literatuur. 

Doelstellingen voor het tweede deel zijn: 

• Meten van farmacokinetiek (bijvoorbeeld drug-drug interactie) van bekende en onbekende stoffen in 

preklinische setup .  

• Testen van functionele markers in ex vivo setup in gezonde en zieke organen.

Dit project heeft een hoge haalbaarheid doordat de betrokken onderzoeksgroepen veel expertise hebben op het gebied 

van farmacokinetiek en metabole ziekten. De onderzoeksgroepen hebben een brede expertise op het gebied van 

voorspellen en moduleren van kinetiek van oa voedingsstoffen en medicijnen in gezondheid en ziekte. De 

onderzoeksgroep bestaat uit onderzoekers met ruime ervaring in het bestuderen van farmacokinetiek in zowel  in vivo 

en in vitro settings en onderzoekers die ervaring hebben met het bestuderen van metabole complicaties in vivo, 

waaronder leveraandoening en nierfalen.  Afgelopen jaren is gewerkt aan het opzetten van een ex vivo darmmodel 

waarbij oa gebruik werd gemaakt van rest materiaal van varkens. De kennis hiervan wordt ook toegepast bij de 

praktische problemen die we tegenkomen bij de andere organen. Door deze kennis van meerdere onderzoeksgroepen 

binnen het instituut te combineren kunnen we optimaal gebruik maken van de aanwezig expertise binnen de 

onderzoeksgroepen. Ook zijn er veel (inter)nationale samenwerkingen waarbinnen de proefopzet en resultaten zullen 

worden getoetst.  
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Wetenschappelijk: 

Doordat het aantal patiënten met metabole complicaties blijft stijgen ontstaat er een steeds grotere behoefte aan nieuwe 

medicatie voor deze patiënten. In deze patiënten zijn oa de lever, nier en darm aangedaan. Om gericht geneesmiddelen 

te kunnen ontwikkelen is het belangrijk om te begrijpen hoe stoffen door deze organen worden behandeld om zo een 

uitspraak te kunnen doen over mogelijke dosering, bijwerkingen en interacties met andere stoffen of geneesmiddelen. 

Door middel van deze studies hopen we beter inzicht te krijgen in de onderliggende mechanismen die een rol spelen bij 

farmacokinetiek van stoffen in de verschillende organen.  

Maatschappelijk belang: 

Begrip van de kinetiek en interactie van stoffen in een (dys)functionerend orgaan kan in klinische setting gebruikt 

worden om dosering aan te passen voor specifieke omstandigheden in de patiënt (met verstoorde nier/lever/darm 

functie). Daarnaast kunnen bijwerken door drug-drug interactie voorkomen worden. Het goed kunnen voorspellen van 

de effecten van nieuwe therapeutica kan bijdragen aan het reduceren van klinische trials en de kans op falen in zo’n 

trial verlagen, wat een kostenverlagend effect heeft. Uiteindelijke kunnen beter voorspelbare modellen ook bijdragen 

aan het verkorten van de tijd die nu nodig is om nieuwe therapeutica op de markt te brengen. Dit kan leiden tot 

goedkopere medicatie voor de patiënt. Dit heeft socio-economische impact op samenleving en maatschappij.Ex vivo 

experimenten met restmateriaal of slachthuis materiaal kan leiden tot vermindering van het aantal dierproeven. Betere 

voorspelbare modellen kunnen bijdragen aan verfijning van dierproeven. �
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Het uiteindelijke doel is om met humaan weefsel de experimenten te doen. Hiervoor hebben we contact met lokale en 

academische ziekenhuizen, organisaties gespecialiseerd in transplantatie en is er een initiatief van TNO om een 

landelijke humane weefsels supply chain voor wetenschappelijk onderzoek in Nederland op te zetten. 
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�Alle studies zullen plaatsvinden in organen van grote proefdieren (varkens). Afhankelijk van de vraag zal gekozen 

worden voor een klein of groot varken. Indien mogelijk zal gebruik worden gemaakt van slachthuismateriaal. Er wordt 

gekozen voor varkens omdat het maag-darm kanaal, de nier en de lever grote overeenkomsten vertonen met de mens. 

Voor lever en nier wordt gebruik gemaakt van apparatuur die ontwikkeld is voor de humane toepassing. Ook hiervoor 

is het gebruik van varkens materiaal het meest geschikt daar de anatomie grotendeels overeenkomt.   

Darm:  ex vivo permeabiliteits/ PK studies zullen uitgevoerd worden voor verschillende wetenschappelijke doeleinden 

waaronder het bestuderen van het effect van allergenen op de darmpermeabiliteit en de samenstelling en functie van de 

mucosa.  

Lever en nier: 

Opzetten van ex vivo perfusie experimenten. Indien mogelijk zullen we voor de pilot experimenten gebruik maken van 

organen afkomstig van dieren die voor een andere proef/andere doeleinden gedood zijn. Als methode gevalideerd is 

zullen studies worden opgezet om PK en drug-drug interacties van therapeutica te bestuderen.�
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�Voor de darm worden regelmatig experimenten uitgevoerd om de kinetiek van stoffen (nieuwe geneesmiddelen) in de 

darm te bestuderen. Om een zo volledig mogelijk beeld te krijgen van de effecten van een stof kunnen we nu ook data 

afkomstig van verschillende organen met elkaar koppelen. 

Voor nier en lever zijn er een aantal methodologische doelen die eerst behaald moeten worden. Hierbij zijn een aantal 

milestones en GO/NoGo momenten gedefinieerd. 

Milestone 1: Lever en/of nier functioneel te houden (minimaal 4 uur) in ex vivo perfusie set up. Functie wordt bepaald 

door op uiterlijke kenmerken te focussen zoals kleur, urine/gal productie, maar ook op meetbare uitlezingen zoals 

lactaat en PH voor de lever en GFR voor de nier. 

G/NG: tijdsduur moet uitwijzen of de organen lang genoeg stabiel blijven om een betrouwbaar experiment te doen 

Milestone 2: Bepalen van betrouwbare functionele en/of voorspellende read outs. We willen hier bovengenoemde 

markers valideren en waar mogelijk uitbreiden of verfijnen.  

G/NG: bekende functie markers voor lever (bijv lactaat/AST/ALT) en voor de nier (creatinine, inuline) moeten te 

detecteren zijn en moeten geen grote spreiding laten zien. 

Milestone 3: kinetiek van referentie compound bestuderen in  ex vivo setup en vergelijken met bekende in vivo data 

G/NG: als waarden niet overeenkomen moet nagedacht worden of model geschikt is. 



�
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Indien bovenstaande milestones behaald zijn is het model geschikt gebleken voor het type studies dat we in de toekomst 

willen gaan uitvoeren en kunnen andere vragen zoals beschreven in 3.2 onderzocht worden. 

Uiteindelijk is het doel om alle opgedane kennis vanuit het varken te gebruiken bij experimenten op humane organen. 
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�Aantal dieren per studie en per groep is afhankelijk van de vraagstelling, diersoort, en belangrijkste 

uitleesparameters.  

�

Omdat we voor ex vivo perfusie van lever en nier nog geen pilotdata beschikbaar hebben kan op dit 

moment nog geen onderbouwde poweranalyse gedaan worden. We willen eerst een pilot experiment 

uitvoeren waarin de eerder genoemde technologische vragen beantwoord zullen worden. Op basis van de 

gegevens die we zullen verkrijgen uit de eerste experimenten zal een inschatting gemaakt worden van de 

variatie en op basis daarvan de benodigde aantallen per studie bepaald.  

Voor het geplande pilot experiment kunnen we wel gebruikmaken van de gedefinieerde functionele uitlees 

parameters. Voor de nier gaan we de functie uitlezen dmv glomerulaire filtratie snelheid (GFR). Deze 

wordt berekend uit de inuline klaring, wat tot nu toe wordt gezien als de gouden standaard meting voor 

nierfunctie. Omdat het uiteindelijk doel is PK studies uit te voeren in zieke organen willen we gezonde vs 

zieke nieren vergelijken. We gaan ziekte in de nier induceren door deze ex vivo te behandelen met een 

toxine of ischemie/reperfusie induceren. Voor zieke nieren gaan we uit van een GFR die 50% lager ligt 

dan de normale functie. Voor deze pilot houden we rekening met een standaard deviatie van 30%. 

Met een alpha van 0.05 en een power van 0.8 komen we dan op een sample size van 6 dieren per groep 

(6 zieke en 6 gezonde nieren) om voor het pilot experiment om GFR verschillen te kunnen detecteren.  

Omdat we lever en nier uit 1 dier halen is voor de lever geen aparte berekening gemaakt. Uit dit pilot 

experiment verkrijgen we informatie over de correlatie tussen de orgaan functie en de farmacokinetiek in 

dit orgaan. Dit stelt ons in staat  om binnen 1 dier ���&������	����%�������&�  �����������%��������
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Naar verwachting zijn 15 tot 20 experimenten met 6 varkens nodig voordat de volledige overstap naar 

humaan materiaal gemaakt kan worden. Uiteraard zal, indien we in de loop van het project voldoende 

kennis hebben opgedaan om de overstap naar humaan materiaal eerder te maken, de overstap eerder 

worden gemaakt. 

Omdat de experimenten arbeids intensief zijn kunnen er maar max 2 dieren per maand worden ingezet 

(dus max 24 per jaar)=120 per 5 jaar.  

Darmstudies zijn in het verleden al vaker uitgevoerd. ����������	����	������%��������:�����&��	�

�����������$$���������� �������������)����.������������������������ *���7:�%�������	����
����&���

&�������	���,����������������������$	�� ��������	������,����	%�����������	�������'������������,��	�

���������������������*���# �������������������%�����
����&��� ���������������*�������������*��

����������0�����*���������)���������'���������������# ��������%��$���������

�

�

�����	���	
	�

�(�������������	������,����&��	�,���	%������������������������		������������$�����*��&�*�	��

�3���	�����������&��	��

"��*����������*��	�������$��&������&������������������		���;6<����&��	�������&���)&��������������*���



�

�

��&�*������������������&��	�=�
��&��.���� ��	0,����&��	�����
�4:��&��������&��	�>�:��&��������$$���

���������&��������$� �������	��%������*�������$��&���&��������������������� ������������$�	%��&$����

�	��

�

9�	%����������������

����������	����	������%��������:�����&��	������������$$���������� �������������)����.����������������

�������� *���7:�%�������	����
����&���&�������	���,����������������������$	�� ��������	������,�

���	%�����������	�������'������������,��	����������������������*���# �������������������%�����
����&���

 ���������������*�������������*������������0������������������������6?�	����������%����������#�
���

������������������$$�������	����������������������������������������	����	�*������������)&����%��$�������

���*�����������#�
������������������$$��������)������

�

�����$����������	�����

�

����$���������������	�����������	 �%���������������	��  �����%������������	������%������������������$��&�

�������&��	���������������������������	$�	�	����������������� *���������������%����&,�������������������

���������	��������)&$���,��������&��������&��	������������	%��&���	������������	 ����������&����������

�����������	��1������������&�����������������&�����)&��	���&�� ��������������	��������� ��%�		���*�)��

�������)&$���,������������������������������������%�)������������%�&������&��������)&$����*���*�)���������

���	��"��*�)���%�������*����������,�*���	�$�)����$�����$�	%������������3�������������
��.@�� ���	������

���� ��,����,����&��������������������$���	��������	 �	�����,�A��6�����%������#�%���5�����	,���
�0,�

�����������*���������&���&��������������������������

�

1��&��	�B����������������������	%��&����	��������������������������� ��������	��%����	����������

$�	%��&$�����	,�*��������������������������������&� �����������������3�������&�%�������&��	�*�)��

��&��	��������������%������%�����;6<���&$����)���

�

�

�
�
����	
�	�
����

�2	���������$��&�����������C�

�#����,�������������������3��

� � � � � � � � � � �� A�� >� � 9���� ����� � $�	�	� �������&�� ������������� �����$��&� ��� ���� ������ �%%� ��$���

���������%����

� � � � � � � � � � �� � � � � �

� � � � � � � � � � �2	���������������������������������� ��������$��&�	 ��&������.���������	�%�����0����	������������C�

� ����� �

� � � � � � � � � � �� A�� >� 9���� ���� � � $�	�	� ���� ���&�� ������������� �����$��&� ��� ���� ������ �%%� ��$��� ������

���%����

� � � � � � � � � � �� � � � � �

�����	
��������	
���	
���	��	
 �����

��D����*�������������� �		��������������������������������,����������������������)�����*�)��

�����������$�)�����$� �������������# �����������	��������,����&�*����������������������� *���

����������� �����������&�&�*�	�����$�)�*�)�������&���

�9�$��&���&������� �����������	�	�������	������%�� ��#�������������������������)&����&��	�����������������

����������$�	%��&$��������#���������������� �����������������������������)&���$��&���&�����������������	���

�������$��&�����	��		��	�� ��������&������������������ ����*�������������������������

����������$�)�����������������������������)������������ ���������������������
����&������������

%�������	��������$�	������,�����'����������������%�������&�*������������	����������������������

������������'���������������$�	%��&&����	�������������������&��������������	%��  ���)&������*��&�

�����������������������	���	��� ����	�&������������

�

�������	��������������������)&���$��&������&������������������&��	���������������# �����������������

	��%����	�����������3���*���������� �		����*�)������� ������# �������������������������������	����	�������



�

�

���������# ����������&������������������*������������������������)&��	�����	�������������������������#�

��������������������$��&�����	�������)&��	�������������*��&	������� ����	�����	�������������������	�����

����	��%����	���������������� �����	������������$��&�����������������&��	������������������ ��������

�����������������������)	�����������*�)����$��&��*����������$� ��&�������3������&���������*��&�����	������

��$$������������	����������������*�������	���������3���&����������������$$����������������$������������

������������*��&	�������������$��&������&��&�����������������������&��	�������������� �������������

��&�������*��&	������*�����������&�����$�������������&����)�	 �����������������������	���������	������3���

��������������������������*��&	�������������	��������*��&�������.�����	�������,�������������$	���		�

 ������	0������������������0����)����������	���������������	�����	����������$������������)�$�	��&�����������

	�����&�������������������,����������$�	%��&$����&��������������)	���������������*��&��1��������

��$$�����)�����������&�� ��*������������*��&��	�������������������������&��	����&���������&��������

��$��&���������$�	�������	�������&��������
���	�������	�������������������$�)�����������������

�����������������	��*�������,�����������������)&,�	�������&������� *�����������������

��	�������	��������������	����*������������)&������������&��)����������	���������������*������%�����

������&������������������)&���������������������� ��������2�3	���� �����������������������������������

��������������	�����������$�	%��&$�����	�*��������������������������������&� ����������������������	�

*�������������	���������������������	%�����������������%��$������E����*������	����������������� ��������

��������������$��&���&�������
�������,����������)������$�	%��&$��������������� �������$��������

<�%��������������$�)���������	 �����*�)�����������&*��������������������	����	��������������������&�  �����

�����	 ��������	��

����	�������&��������&��������������� *�����������������������������		��	  ���%����,�����$�)��������

$����������	���������*�������� �������*��&��������&������������������������	��	�.�������������������

�?	���'�������&�����������������0��3����	�������������������	����������������	������������������������

$�������������#���������������� ����*�����������������������

�

�9�����������&��������������*�)����������������&��	�� � �)�,���)����������	��$�)�����������������

&��	�� �������������������%����������������������$� ��&����

�3�������������������������������� �����
!����������%%������	������2������������	��	���������������*���

��������������*�������������������������$����&&���2�3�������������	� ����	�������������������������������

����������$� ��&������������������������*����� ����	��������������������������	���	����

�

��������%������������������	����	������,���������	%��)���)&���������������������������������

�������	���	����������������%���	%������	����,����*����������&&������������*�%���*�)��������*�������

�������������%����*�������$$���� �����������3�*������%�)��������������	��������'	  ���������*��������

*��������������&&����*�)��������	����������	�� ��	������������	��������������&���)&����&����	%��������	�*�����

�����������	�,����*������	��������������	%��  ���������*��	����$�&����*�)���1���������������������

�����%��,�*���$�)�� �������������$�&�����$�)���&����������������������������������$$���� ��������*�)������

���������������������������%�����������	�� ���

�

�	
!�����	������"	
���

�����	
!�����

�9�������������	���������������*������ ����������������������*�)�������������2������������� �		����

����������������� ��%���������*�&���)&��	��

�����

�
�����	�����	��	
#�
����

�$�������	�����	��	
#�
����

�����������������������	�����������	������	������$�)�����222����������%����)����
�':�'"+�����	��	��

��'������*����C��

�#������

� � � � � � � � � � �� A��>� �9���,� �����������&��� ��	������� ����������������%����� ��������������*�)�,������ ����&��

��)*�����������������������	��	��������*��������������������&�*�������������)&������������	���

���$�������������$�)�����222��

� � � � � � � � � � �



�

�

� � � � � �

�%��&������'��
��	���	
	�'�
�	��	!����	���

F ��������������� ���������������������������)&�����������$�)���������%������������������������

��%��	����&	����������������)&���������������	�������	�����������������������C�

�#�����>�9�������������������1��

� � � � � � � � � � ��A��>�9�����������������$����)�������	������������$��������

� � � � � � � � � � �� � � � � �

���������	������������&�*�����������������������/������	��	����,����*����������$�����������

��������������������$����C�

�� � � � � �

�

��

(�	
�	 ��"!�����)!���	�	�����	�

�
�
���&���	�����	��
������

�������������*����������� �)��&���� �������$�)����������C�

�#����>�9�������������������2��

� � � � � � � � � � ��A��>�������� ��� ���� ������ ���������,�  �)�	�������� ��'��� �������  �)������%�����	���������

����� �	�C�

� � � � � � � � � � ����������������� �����>�5������������������������ �)������%�����	����������������

����� �	�����

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

��������������������A�� >� 9���� ���� ���� ���&��  �)������%�����	��������� ������� ����� �	�� ��� � �

���&����)*�����������*�&������������� ������ ���������)*����$�����

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

�
*��(�	
��	�������������!	��'	�#���	�����
	�	�	�

����&��������������������������������*�)�	�����	����������������*���C�

�������

�9���������������������)&�����*�&�����������*�)���
�
�������������������������������������������
�
(�	%���)�����&����������������������������������*��	%������)&������%�����������&�������������

������)&������������	������
�����������������������������������

�+������	�	�����	�

F �������������*��������*�%��$�)���*������ �������	�������������������������$�)�������� �		�������

���������� �������-���%������	�������������)�������������������������&����C�

�#�����>�9�������������������?��

� � � � � � � � � � ��A��>�9�����������&��%������������$�)��������������������

� � � � � � � � � � �� � � � � �

����&� ��%������������������������ ��&��	���*��%����������������C�

�� � � � � �

�
,�������� �"���	������	
�	 �

�9���������������������%����������������$�����$�	%���������������������%��������%��������

�����������������%��		���%�������������������G�����������������������������������������

����������
�



�

�

(�)� �����������$�)������������������ ����	��������������������������	���	����	�������������

����������������	%���������	��������������	��������������������# ����������.7�H0��

�

(�)� �����������$�)���������������$������������������������� ���%�����������%����	����������

�������%���&������������������%���*�)�����������%��������������#�������H�������� �����������

�����������������������	��(�)��������������������������������	�����������������������%�����.
H0��

(�)������������������������� ������	�	��������������������	���	����	���&�������#����������������

�����%�����.�4�H0����	���������� ������	�	������%����	������������)�%����������	����������	�����

��������������	���	���&��� ����	��������	����������������%���.
4�H0��

�

�
���	�	��	
��	��

�
-��.��#	�������	�

��������������������	��������������������# ������������������� ����������# ��������������C�

� �����

� � � � � � � � � � �#�A��>�9��������������������������������������	����� ����		���������	��������*�� ������

������������������-	�������������������

��������������������.�0��������������$�)�����2��������%����)����
�':�'"+������ �	�C�

� � � � � � � � � � ����������������� �����>�(�	%���)�����������	������������������$������&�*������������

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

�������������������#�A���

��



5.













Versie 10 februari 2017 

 

1 
 

 

Format DEC-advies  

Maak bij de toepassing van dit format gebruik van de Praktische Handreiking: Ethisch 

Toetsingskader voor proefdiergebruik. Voor voorbeelden, zie bijlage I. 

 

Herhaling van antwoorden is niet nodig. Indien van toepassing kan verwezen worden 

naar een bij een eerdere vraag verstrekt antwoord. 

A. Algemene gegevens over de procedure 
 

1. Aanvraagnummer:  
 

2. Titel van het project: Bestuderen van functie en farmacokinetiek in organen 

(darm/lever/nier) voor wetenschappelijk onderzoek 

 
3. Titel van de NTS: Bestuderen van functie en farmacokinetiek in organen 

(darm/lever/nier) voor wetenschappelijk onderzoek 

 
4. Type aanvraag: 

X nieuwe aanvraag projectvergunning 
� wijziging van vergunning met nummer 

 
5. Contactgegevens DEC: 

- naam DEC: DEC TNO 

- telefoonnummer contactpersoon:  

- e-mailadres contactpersoon:  

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

X ontvangen door DEC: 14-12-2016 

X aanvraag compleet: 14-12-2016 

X in vergadering besproken: 21-12-2016 

X anderszins behandeld: schriftelijke vragen voorgelegd aan indiener 

x termijnonderbreking(en) van 22-12-16 tot 8-2-17 en van 20-2-17 

tot 22-2-17 

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

x aanpassing aanvraag: 8-2-17 en 22-2-17 

x advies aan CCD: 28-2-2017 
 

7. Geef aan of de aanvraag is afgestemd met de IvD en deze de instemming heeft van 
de IvD. De aanvraag is afgestemd met de IvD en heeft instemming van de 

IvD. 

 

Bij de punten 8 t/m 10 kan worden volstaan met ‘n.v.t.’ wanneer de betreffende acties 

niet aan de orde zijn geweest. Bij vragen die gericht zijn op het compleet maken van de 

aanvraag (aanvullingen achtergrondinformatie etc.) kan bij punten 8 en 9 worden 

volstaan met de vermelding van het type vragen en de vermelding dat de aanvraag op 

de desbetreffende onderdelen is aangepast of dat de antwoorden in de aanvraag zijn 

verwerkt. Bij vragen die gericht zijn op het verkrijgen van verklaringen voor keuzes die 

door de aanvrager gemaakt worden, kan niet worden volstaan met het weergeven van 

de strekking van de antwoorden tenzij de antwoorden volledig in de aanvraag zijn 

opgenomen. Als dat het geval is, moet dat in het DEC-advies worden benoemd en in de 

aanvraag inzichtelijk worden gemaakt. 

6.
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8. Eventueel horen van aanvrager: n.v.t. 
- Datum 
- Plaats 
- Aantal aanwezige DEC-leden 
- Aanwezige (namens) aanvrager 
- Gestelde vraag / vragen 
- Verstrekt(e) antwoord(en) 
- Het horen van de aanvrager heeft wel/niet geleid tot aanpassing van de aanvraag 

 
9. Correspondentie met de aanvrager 

- Datum: 22-12-2016  

- Gestelde vraag/vragen 
 

1. Het doel van dit onderzoek is voor ons niet helemaal helder. Specifiek 

bij 3.1 lijkt het onderzoek gericht op diabetes type 2, terwijl elders in 

het projectvoorstel de toepassingsmogelijkheden voor metabole 

complicaties veel breder lijken zijn. Kunt u duidelijk maken – 

consequent op verschillende plaatsen in het voorstel – wat het doel 

van dit project is en, indien er meerdere doelen zijn, hoe deze zich tot 

elkaar verhouden? 

 

2. Om een goede afweging te kunnen maken hebben wij meer informatie 

nodig over de haalbaarheid van het onderzoek. Ten eerste (2a) 

verzoeken wij u om de onderzoeksgroep te beschrijven, in relatie tot 

dit onderzoek. Het is hierbij niet nodig om namen of referenties te 

geven. Beschrijf ook de ervaring van de onderzoeksgroep met dit type 

onderzoek, zodat wij de haalbaarheid van de beschreven doelen 

kunnen inschatten. Ten tweede (2b) verzoeken wij u wat meer te 

vertellen over de vervolgstappen richting onderzoek met mensen of 

menselijk materiaal. Hoe verhouden deze onderzoeken zich tot het 

beschreven onderzoek? Kunt u wat meer vertellen over de interactie? 

 

3. De strategie waarmee u denkt de doelen te bereiken is voor ons niet 

helemaal helder. Bij 3.4, Onderzoeksstrategie, vragen wij ons af: hoe 

bepaalt u welke experimenten en validatie-experimenten u met darm 

en met lever en nier moet uitvoeren? Welke informatie uit 

bijvoorbeeld literatuur of experimenten op slachtmateriaal geven aan 

dat een experiment op ex-vivo-materiaal nodig is? Hoe bepaalt u 

vervolgens welke stoffen, drugs of externe factoren u moet 

onderzoeken? 

 

4. Daarmee samenhangend bij 3.4 of bij D van de bijlagen: wat is uw 

strategie om het aantal proefdieren te minimaliseren? Welke 

strategieën past u toe om de verschillende onderzoeksvragen 

dusdanig te prioriteren zodat u het ex-vivo-materiaal optimaal kunt 

gebruiken?  Wat zijn hierbij de factoren die bepalen dat wachten op 

het beschikbaar komen van ex-vivo-materiaal niet mogelijk is, en dat 

een dier besteld moet worden? 

 

5. Om een goede afweging te kunnen maken is het nodig om goed te 

begrijpen hoe u aan de aantallen dieren komt die u aanvraagt. Dit is 

niet voldoende helder voor ons. Gebruik bij het verhelderen uw 

beschreven onderzoeksstrategie. Specificeer de alinea waarin u het 

aantal studies per jaar beschrijft. Daarnaast hebben wij 

gediscussieerd over hoe de factor dier een rol speelt in uw 
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experimenten. U beschrijft dat u uiteindelijk naar experimenten wilt 

gaan waarbij maar 1 dier nodig is. Hoe borgt u in deze experimenten 

dat de variatie tussen dieren, en derhalve ook van het biologisch 

materiaal dat u gebruikt van dieren, geen systematische fout zal 

veroorzaken in uw experimenten? Is het niet altijd nodig om de factor 

dier mee te blijven nemen? Wellicht kunt u op basis van uw ervaring 

en historische data hierop ingaan. 

 

6. In relatie hiermee: hoe borgt u, wellicht in samenwerking met de IvD, 

dat bij elk experiment alle benodigde stappen zijn nageleefd die 

ervoor zorgen dat er zo min mogelijk nieuwe dieren gebruikt hoeven 

te worden? Hierbij denken wij ook aan het gebruik van uw netwerk en 

samenwerkingsverbanden (welke?), en hoe deze keer op keer, per 

experiment, geraadpleegd zullen worden. Betrek in deze beschrijving 

zo nodig ook of in de experimenten het type varken een rol speelt. 

 

7. Om het ongerief goed te kunnen in schatten, vragen wij ons af welke 

typen stoffen er gebruikt zullen worden bij de experimenten waarbij 

de dieren vooraf behandeld worden. Hoe wordt geborgd dat het 

ongerief dat de dieren ondervinden niet meer dan licht zal zijn door 

eigenschappen van de stof (bijvoorbeeld irriterende stoffen)?  

 
 
- Datum antwoord: 8-2-2017 

 
- Verstrekt(e) antwoord(en) 

 
 

1. Het doel van het project is om farmacokinetiek te bestuderen in 

zieke organen, waarbij de focus van het project ligt op ziekte 

veroorzaakt door metabool syndroom, een van de metabole 

complicaties is diabetes type 2. Bij metabool syndroom zijn de 

organen die betrokken zijn bij het klaren en omzetten van stoffen 

vaak aangedaan waardoor de handeling van stoffen zoals 

medicijnen verstoord is. Deze verstoring willen we bestuderen. Om 

verwarring te voorkomen is de omschrijving van diabetes type 2 

uit het project voorstel gehaald. De beschrijving van achtergrond 

en doel zijn hiermee in lijn gebracht met het doel zoals hierboven 

beschreven. Alinea 3.1 is aangepast om de leesbaarheid te 

verbeteren en de doelstelling beter te omschrijven. 

2. 2a. Dit project heeft een hoge haalbaarheid doordat de betrokken 

onderzoeksgroepen veel expertise hebben op het gebied van 

farmacokinetiek en metabole ziekten. De onderzoeksgroepen 

hebben een brede expertise op het gebied van voorspellen en 

moduleren van kinetiek van oa voedingsstoffen en medicijnen in 

gezondheid en ziekte. De onderzoeksgroep bestaat uit 

onderzoekers met ruime ervaring in het bestuderen van 

farmacokinetiek in zowel  in vivo en in vitro settings en 

onderzoekers die ervaring hebben met het bestuderen van 

metabole complicaties in vivo, waaronder leveraandoening en 

nierfalen.  Afgelopen jaren is gewerkt aan het opzetten van een ex 

vivo darmmodel waarbij oa gebruik werd gemaakt van rest 

materiaal van varkens. De kennis hiervan wordt ook toegepast bij 

de praktische problemen die we tegenkomen bij de andere 

organen. Door deze kennis van meerdere onderzoeksgroepen 

binnen het instituut te combineren kunnen we optimaal gebruik 

maken van de aanwezig expertise binnen de onderzoeksgroepen. 
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Ook zijn er veel (inter)nationale samenwerkingen waarbinnen de 

proefopzet en resultaten zullen worden getoetst. Dit is ook 

weergegeven bij 3.2  

2b. Voor toepassing op humaan materiaal zijn we bezig om een 

vitale human tissue supply chain op te zetten. Om gebruik te 

kunnen maken van resectiemateriaal uit OKs en/of afgekeurd 

donormateriaal hebben we contact gehad met eurotransplant en de 

nederlandse transplantatie stichting en inzicht gekregen in de 

routes die gebruikt kunnen worden om deze weefsels in te zetten 

voor deze wetenschappelijke doeleinden. Dit is ook aangegeven in 

3.4.1. 

Voor vervolgstappen richting de mens zullen we gebruik maken 

van onze eigen praktische kennis die we op willen doen in dit 

project. Vice versa maken we in het huidige project ook veel 

gebruik van  kennis beschikbaar uit de transplantatie wereld. Voor 

de lever hebben we hiervoor contact met oa UMC Groningen en 

voor de nier met UMC Utrecht, en daarnaast met OrganAssist, de 

leverancier van de ex vivo perfusie systemen, die veel ervaring 

hebben op dit gebied. Wat betreft het translationele aspect en de 

vervolgstappen richting de mens verwachten we dat het gebruik 

van varkens materiaal een goede uitgangsbasis vormt voor het 

opzetten van de techniek, de grootte van de organen is 

vergelijkbaar, maar ook dat varkensmateriaal geschikt is om een 

voorspelling te kunnen doen voor de mens. Het maagdarm kanaal 

van het varken lijkt sterk op de van de mens en veel processen zijn 

vergelijkbaar, waardoor voor een groot aantal medicijnen de 

farmacokinetiek vergelijkbaar zal zijn met de mens. Er zijn echter 

uitzonderingen, zoals bijvoorbeeld beschreven door Dalgaard in 

2015  

(Comparison of minipig, dog, monkey and human drug metabolism 

and disposition, J. Pharmacol. Toxicol Methods, 2015), en hiermee 

zal dan ook rekening mee gehouden worden. Dit is ook aangegeven 

in 3.4.1. 

3. Het bepalen welke validatie experimenten uitgevoerd moeten 

worden doen we aan de hand van literatuur. Voor de darm weten 

we al welke ex vivo condities nodig zijn om stukje weefsel van het 

orgaan in leven te kunnen houden en de functie te bestuderen. We 

hebben inmiddels veel inzichten gekregen in hoe we de absorptie 

van stoffen kunnen bestuderen in het ex vivo model (en dit ook 

vergeleken met literatuur – validatie (Westerhout et al, A new 

approach to predict human intestinal absorption using porcine 

intestinal tissue and biorelevant matrices, Eur J Pharm Sci, 2014. ). 

Experimenten en validatie experimenten die met de darm 

uitgevoerd moeten worden:  

Validatie: bestuderen van farmacokinetiek van bekende stof 

(medicijn)in verschillende compartimenten van de darm en dit 

vergelijken met literatuur/humane data.   

Experimenten die hierop volgen zullen gericht zijn op het 

bestuderen van farmacokinetiek van  onbekendere stoffen 

(therapeutische eiwitten/peptides/biologics), dit zal vaak in 

samenwerking met een voedingsbedrijf of de farmaceutische 

industrie gedaan worden, waarbij de nadruk altijd zal liggen op het 

verbeteren van gezondheid van de mens.    

Informatie die nodig is uit literatuur of experimenten op slachthuis 

materiaal die aangeven dat een ex-vivo experiment nodig is is 

onder andere kennis over waar in het orgaan de stof/medicijn 
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wordt verwerkt. Bij bijvoorbeeld het bestuderen van de invloed van 

de samenstelling van de darmmucosa is vers materiaal van belang.   

Voor de darm is dit bij 3.4.1 stapsgewijs beschreven: Voor darm:  

1).Verder bouwen aan bestaande methodologische kennis mbv ex 

vivo experimenten om zo meer kennis te genereren of (dys)functie 

van de verschillende compartimenten van de darm in dierlijk 

weefsel  

2). Validatie van deze kennis door het bestuderen van 

farmacokinetiek van een bekende stof in verschillende 

compartimenten van de darm.  

3). Deze kennis en resultaten toetsen aan humane literatuur 

4). Testen van experimentele onbekende stoffen 

(voedingsstoffen/medicijnen) in ex vivo setup met 

varkensmateriaal verkregen uit slachthuismateriaal of, indien 

noodzakelijk, uit voor proef opgeofferd dier.  

5). Verder opzetten toegang tot humaan weefsel  

6). Opgebouwde methodologische en inhoudelijke kennis toetsen 

en toepassen op humaan materiaal 

 

Voor de nier en lever weten we uit de literatuur dat het mogelijk is 

om de organen voor een bepaalde periode (ongeveer 6 uur) ex vivo 

in leven te kunnen houden. Dit moeten we eerst  zelf ook praktisch 

kunnen uitvoeren. We maken hierbij veel gebruik van de bestaande 

kennis uit het transplantatie veld, we zijn op bezoek geweest bij 

een groep in Leicester waar ook ex vivo lever en nier experimenten 

worden gedaan, maar moeten dit nog wel zelf verder opzetten. 

Hiervoor zijn pilot experimenten nodig.   

Experimenten en validatie experimenten die met de lever en de 

nier uitgevoerd moeten worden:  

Opzetten technisch protocol, waarbij levensduur en functie de 

belangrijkste uitleesparameters zullen zijn. Voor functie is bij de 

lever is oa galproductie, bloedgaspH, glucose en lactaat een 

standaard uitlezing (in transplantatie setting). Voor de nier is dit 

oa klaring (inuline,PAH, creatinine), natrium en kalium excretie en 

eventueel glucose.  

Als we dit praktisch in de vingers hebben dan moet er gekeken 

worden hoe de ex-vivo organen omgaan (o.a. omzetten en 

excretie) met bepaalde stoffen/medicijnen waarvan bekend is hoe 

deze in de mens worden verwerkt in vivo (validatie-

experimenten).Dit zal vergeleken worden met de literatuur en 

humane data.   

We verwachten hierbij dat de varkens organen hierin weinig 

verschillen met de mens en dat de resultaten overeen zullen komen 

met de gegevens bekend uit literatuur. Als we dit hebben kunnen 

bevestigen dan zullen ook experimentele studies uitgevoerd 

worden waarbij medicijnen zullen worden getest die zich nog in de 

ontwikkelingsfase bevinden, dit zal in samenwerking met oa 

farmaceutische industrie worden gedaan.  Ook hierbij zal de 

nadruk altijd zal liggen op het verbeteren van gezondheid van de 

mens.    

De keuze om gebruik te maken van slachthuismateriaal of ex-vivo 

(vers) materiaal zal samenhangen met de kennis over de stof en 

het type orgaan. Voor lever en nier zal voor het technische 

opzetten zeker gekozen worden voor restmateriaal van andere 

proef of slachthuis, voor experimentele vragen zal dit per te testen 

stof of vraagstelling bekeken moeten worden.  Deze stappen zijn 

ook in 3.4 stapsgewijs beschreven: 
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1).opzetten mogelijkheid om ex vivo nier en lever functie en 

farmacokinetiek te kunnen bestuderen in dierlijk weefsel. Hierbij 

zal gekeken worden naar functionele parameters, als die 

vergelijkbaar zijn met gegevens bekend uit de transplantatie 

wereld kunnen we ook farmacokinetische studies uitvoeren in een 

werkend orgaan.  

2). Uitvoeren van validatie studies in dierlijk weefsel waarin 

klaring van een bekende stof wordt getest ex vivo. 3). Validatie 

experimenten vergelijken met bekende literatuur en humane data  

4). Testen van experimentele onbekende stoffen 

(voedingsstoffen/medicijnen) in ex vivo setup met 

varkensmateriaal verkregen uit slachthuismateriaal of, indien 

noodzakelijk, uit voor proef opgeofferd dier. 5). Opgebouwde 

methodologie en inhoudelijke kennis toetsen en toepassen op 

humaan materiaal. 

 

4.  

Ten eerste proberen zo veel mogelijk gebruik te maken van 

materiaal afkomstig uit andere experimenten of van 

slachthuismateriaal. Dit zal van toepassing zijn voor pilot 

experimenten en voor de validatie studies. Voor overige 

experimenten kan nu nog niet voorzien worden of dit mogelijk is. 

We streven ernaar om ex vivo materiaal te gebruiken als duidelijk 

is dat de onderzoeksvraag op vers weefsel moet worden getest en 

dat slachthuismateriaal geen optie is. Aan het gebruik van 

materiaal afkomstig uit een andere proef of dieren die voor 

onderwijsdoeleinden zijn gebruikt zitten wel beperkingen. Dieren 

kunnen een ziekte historie hebben die niet samen gaat met onze 

vraagstelling. Dit kan tot gevolg hebben dat voor het 

beantwoorden van de onderzoeksvraag geen gebruik gemaakt kan 

worden van dieren afkomstig uit andere proeven. Voor elke 

onderzoeksvraag zullen we in kaart brengen in welke tijdsperiode 

een dier nodig is voor de studie. Dit hangt o.a. af van de 

onderzoeksvragen die ons door onze klanten (universiteiten, 

overheid en business partners) worden voorgelegd). Wij 

inventariseren dan in eerste instantie of binnen het tijdbestek 

waarin de studie kan worden uitgevoerd, een dier beschikbaar 

komt uit onderwijs of ander onderzoek. Hiervoor hebben wij een 

netwerk opgezet van onderzoekers in Nederland die met varkens 

werken. Alleen indien dit niet het geval is, zal worden overgegaan 

tot het aankopen van een dier. Ook zullen we  altijd proberen om 

dit te combineren met vraagstellingen voor andere organen; we 

zullen dus nooit een dier opofferen en dan maar gebruik maken 

van 1 orgaan, maar altijd het beschikbare materiaal optimaal 

benutten. Factoren die hierbij een rol spelen zijn oa de 

werkzaamheid van de te testen stof en de hieraan gekoppelde 

uitleesparameters.  

Daarnaast is het zo dat er bijvoorbeeld voor de darm studies wel 

96 verschillende condities getest kunnen worden op darmweefsel 

van 1 dier, omdat het weefsel over verschillende vials wordt 

verdeeld. Tot slot werken we ook toe naar het opzetten van een 

vitale humane tissue supply chain, waarbij het de bedoeling is dat 

dit zelfde type onderzoek gedaan kan worden met humane 

weefsels (afval materiaal uit OKs en/of afgekeurde donororganen). 

Dit is nu nog niet gerealiseerd en daarom is de huidige aanvraag 

van belang om de ex vivo modellen op te zetten en te valideren. Dit 

is weergegeven in de D van de bijlage. 
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5. Voor de darm wordt er ongeveer 10-12 studies per jaar uitgevoerd, 

dit aantal is bekend uit voorafgaande jaren.   

Aan  de hand van de onderzoeksstrategie is het aantal dieren 

nogmaals aangegeven.   

Voor darm:  

Verder bouwen aan bestaande methodologische, fysiologische en 

farmacokinetische kennis mbv ex vivo experimenten om zo meer 

kennis te genereren of (dys)functie van de verschillende 

compartimenten van de darm in dierlijk weefsel. Dit zal 

gecombineerd worden met experimentele studies. Hiervan weten 

we dat er 10-12  dieren per jaar, 60 in 5 jaar gebruikt kunnen 

worden.   

Voor de nier gaan we de functie uitlezen dmv glomerulaire filtratie 

snelheid (GFR). Deze wordt berekend uit de inuline klaring, wat tot 

nu toe wordt gezien als de gouden standaard meting voor 

nierfunctie. Omdat het uiteindelijk doel is PK studies uit te voeren 

in zieke organen willen we gezonde vs zieke nieren vergelijken. We 

gaan ziekte in de nier induceren door deze ex vivo te behandelen 

met een toxine of ischemie/reperfusie induceren. Voor zieke nieren 

gaan we uit van een GFR die 50% lager ligt dan de normale functie. 

Voor deze pilot houden we rekening met een standaard deviatie 

van 30%.  

Met een alpha van 0.05 en een power van 0.8 komen we dan op 

een sample size van 6 dieren om voor het pilot experiment om GFR 

verschillen te kunnen detecteren. We willen het effect in zowel een 

gezonde als zieke omgeving bestuderen. Om effect te kunnen zien 

in een zieke omgeving komt men op een aantal van 6 dieren uit (6 

gezond vs 6 ziek). Wij willen er echter uiteindelijk naar toe om in 1 

nier eerst de klaring van de stof in de gezonde situatie bestuderen 

ex vivo, daarna ex vivo schade induceren en vervolgend in 

diezelfde kapotte nier nogmaals de klaring bestuderen. We hopen 

daarbij dat de diervariatie uitermate klein is dat er met een 

minimum aantal dieren gewerkt kan worden. Aan  de hand van de 

onderzoeksstrategie is het aantal dieren nogmaals aangegeven.   

Voor lever en nier:  

1).opzetten mogelijkheid om ex vivo nier en lever functie en 

farmacokinetiek te kunnen bestuderen in dierlijk weefsel. Hierbij 

zal gekeken worden naar functionele parameters, als die 

vergelijkbaar zijn met gegevens bekend uit de transplantatie 

wereld kunnen we ook farmacokinetische studies uitvoeren in een 

werkend orgaan. Dit zal gecombineerd worden met 2). Uitvoeren 

van validatie studies in dierlijk weefsel waarin klaring van een 

bekende stof wordt getest ex vivo.  

In de pilot (1+2), willen we het effect van een bekende stof 

vergelijken in een zieke vs een gezonde omgeving. We komen dan 

uit op 6 vs 6 dieren. Uit deze proef moet ook blijken hoe groot de 

variatie tussen de dieren onderling is en kunnen we in beeld 

brengen wat de  correlatie orgaan-functie/farmacokinetiek is. 

Theoretisch zouden we voor alle validatie en experimentele studies 

gebruik kunnen maken van 6 vs 6 dieren. We verwachter echter 

dat de correlatie functie/farmacokinetiek erg sterk is. Daarnaast 

willen we in het orgaan van 1 dier eerst meten in het gezonde 

orgaan, daarna schade induceren en in hetzelfde orgaan nogmaals 

meten. Hierdoor kunnen we binnen 1 dier twee situaties na 

bootsen. Er zouden dan per studie 6 dieren nodig zijn. Bij 10 

studies per jaar zou dit uitkomen op 60 dieren per jaar en 300 per 
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5 jaar. Vanwege de looptijd van 1 experiment en de bijbehorende 

voorbereidingen en uitwerkingen, wordt geschat dat er per jaar 

gemiddeld 12 experimenten uitgevoerd kunnen worden. Om de 

vervolgvragen te kunnen beantwoorden: (4). Testen van 

experimentele onbekende stoffen (voedingsstoffen/medicijnen) in 

ex vivo setup met varkensmateriaal verkregen uit 

slachthuismateriaal of, indien noodzakelijk, uit voor proef 

opgeofferd dier) zal de farmacokinetiek altijd worden gekoppeld 

aan functie, waardoor er een uitspraak gedaan kan worden over 

deze relatie. Als deze koppeling heel duidelijk is zal dit ook in de 

humane situatie worden bestudeerd.   

De darm en lever/nier experimenten zullen zoveel mogelijk 

gecombineerd worden. We verwachten dus een maximaal aantal 

van 120 + 12 dieren te gebruiken.  

Factor dier: We realiseren ons dat er variatie tussen de dieren 

bestaat en willen ook in de pilot fase in beeld brengen hoe groot de 

variatie is in de gezonde en zieke situatie. We verwachten echter 

dat we altijd in staat zullen zijn om de klaringseffecten te koppelen 

aan functionele parameters en zo toch in staat zullen zijn om al 

door 1 dier te gebruiken een uitspraak te kunnen doen. Deze 

bevindingen zullen worden vergeleken met de humane data 

waardoor we ook een inschatting kunnen maken over de 

translationaliteit en de robuustheid van het model. De methode zal 

robuust genoeg moeten zijn om gezond en gradaties van ziekte te 

kunnen onderscheiden. Daarnaast is het uiteindelijke doel om dit 

toe te passen in mens waarbij we ook variatie verwachten. Daarom 

zullen we altijd orgaan functie koppelen aan kinetiek. De data die 

nu in het varken wordt gegenereerd zal gebruikt worden om  het 

humane materiaal zo efficient mogelijk te kunnen gebruiken en 

uiteindelijk zal ook de overstap worden gemaakt naar humaan 

materiaal. Dit is ook weergegeven in D in de bijlage. 

 

6. Voorafgaand aan het experiment zal worden geïnventariseerd welk 

type materiaal nodig is en waar dit beschikbaar is. Ten eerste 

proberen zo veel mogelijk gebruik te maken van materiaal 

afkomstig uit andere experimenten of van slachthuismateriaal. 

Voor elke onderzoeksvraag zullen we in kaart brengen in welke 

tijdsperiode een dier nodig is voor de studie. Dit hangt o.a. af van 

de onderzoeksvragen die ons door onze klanten (universiteiten, 

overheid en business partners) worden voorgelegd). Wij 

inventariseren dan in eerste instantie of binnen het tijdbestek 

waarin de studie kan worden uitgevoerd, een dier beschikbaar 

komt uit onderwijs of ander onderzoek. Hiervoor hebben wij een 

netwerk opgezet van onderzoekers in Nederland die met varkens 

werken. In Nederland zijn initiatieven opgezet waarbij de 

vergunningsinstellingen aan het inventariseren zijn welke proeven 

er plaatsvinden en welk restmateriaal beschikbaar is voor 

onderzoek. We hebben aangegeven dat we hier in mee willen doen 

en belangstelling hebben voor het gebruik van restmateriaal. 

Momenteel gaat dit vnl via de UU en het UMC Utrecht, mede om 

logistieke redenen (het materiaal moet zo snel mogelijk naar TNO 

Zeist vervoerd worden, langere reistijd heeft effect op de vitaliteit 

en daarmee de bruikbaarheid van het orgaan). Wel zullen we 

gebruik maken van de kennis uit de transplantatie wereld om dit 

proces te verbeteren waardoor we ook gebruik zouden kunnen 

maken van organen die een langere reistijd hebben.  Alleen geen 

andere opties beschikbaar zijn, zal worden overgegaan tot het 
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aankopen van een dier.  Ook zullen we  altijd proberen om dit te 

combineren met vraagstellingen voor andere organen; we zullen 

dus nooit een dier opofferen en dan maar gebruik maken van 1 

orgaan, maar altijd het beschikbare materiaal optimaal benutten. 

Het type varken speelt hierbij wel een rol. Voor darm experimenten 

kan gebruik gemaakt worden van bijna alle typen varken 

(afhankelijk van de vraagstelling). Voor de lever en nier perfusie 

experimenten is het nu nog niet mogelijk om gebruik te maken van 

bijv minipigs om de perfusie systemen zijn ontworpen voor 

humane organen en dus ook alle aansluitingen zo zijn gemaakt dat 

ze alleen passen op organen van vergelijkbare grootte (varken van 

minimaal 60 kilo). Als aansluitingen aangepast zouden kunnen 

worden kunnen we ook gebruik maken van kleiner materiaal. Dit is 

iets wat samen met de perfusie partner, OrganAssist, uitgezocht 

moet worden. Dit is ook weergeven in B van de bijlage. 

 

7. We verwachten dat de te testen stoffen, die waarschijnlijk mede 

worden aangeleverd door de voedingsindustrie of de 

farmaceutische industrie, al zover ontwikkeld en onderzocht zijn 

dat deze geen nadelige effecten zullen hebben op het dier. Deze 

medicijnen of voedingsmiddelen/supplementen zullen al zover 

doorontwikkeld zijn dat ons model de stap is voordat de stoffen 

daadwerkelijk in klinische trials zullen worden getest, er zullen dus 

al veel eigenschappen van deze stof bekend zijn. Hoewel dit niet 

wordt verwacht, zal bij optreden van onbekende bijwerkingen die 

een negatieve invloed hebben op het welzijn van het dier de 

toediening direct worden gestopt. Dit is ook weergegeven in 

bijlage D. 

 
- De antwoorden hebben wel geleid tot aanpassing van de aanvraag  

 
- Datum: 20-2-2017  

- Gestelde vraag/vragen 
Naar onze mening zijn de vragen adequaat beantwoord. We vinden echter 

dat de verwerking in het projectvoorstel geen recht doet aan de kwaliteit 

van de antwoorden. Dit omdat de antwoorden niet altijd op meest passende 

plaats in de vergunningaanvraag zijn geplaatst. Ook zijn er nog te veel 

vaagheden en inconsequenties. We verwachten bijvoorbeeld dat het gebruik 

van alternatieven met meer stelligheid vastgesteld wordt (geen termen als 

“intentie” en “proberen”). De NTS strookt niet overal met de overige 

documenten, bijvoorbeeld wat betreft de benodigde aantallen dieren. 

Wanneer deze punten in acht worden genomen, staan wij positief tegenover 

het projectvoorstel. Wij verzoeken u een verbeterde versie aan te leveren, 

waarna wij, na een schriftelijke consultatie van alle leden, tot een advies 

over zullen gaan. 

 

- Antwoord: 
 

Dank u voor uw positieve reactie. Naar aanleiding van uw opmerkingen hebben 

wij de antwoorden op de vragen zodanig in de projectaanvraag ingepast, dat de 

opbouw logisch is. Tevens hebben wij vaagheden mbt gebruik van alternatieven 

met meer stelligheid omschreven. 

Ten aanzien van de aantallen dieren, realiseren wij ons nu dat wij in onze 

eerdere beantwoording inconsequent hebben doorgerekend, wat heeft geleid 

tot een discrepantie tussen de NTS en de overige documenten. 
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De berekening voor het maximaal aantal te gebruiken dieren is hieronder 

daarom nogmaals samengevat: 

Voor de berekening van het aantal benodigde dieren wordt uitgegaan van de 

berekening van dieren, nodig voor lever en nier onderzoek. Het benodigde 

darmweefsel wordt uit dezelfde dieren gehaald, waardoor voor dit deel van het 

onderzoek geen extra dieren nodig zijn. 

Voor lever en nieronderzoek zijn voor een eerste pilot 12 dieren nodig (zie 

onderbouwing in de aanvraag). Voor het beantwoorden van vervolgvragen zijn 

6 varkens per experiment nodig (zie onderbouwing in de aanvraag). Naar 

verwachting zijn 15 tot 20 experimenten met 6 varkens nodig voordat de 

volledige overstap naar humaan materiaal gemaakt kan worden. Omdat de 

experimenten arbeidsintensief zijn kunnen er maar max 2 dieren per maand 

worden ingezet (dus max 24 per jaar)=120 per 5 jaar.  

Uiteraard zal, indien we in de loop van het project voldoende kennis hebben 

opgedaan om de overstap naar humaan materiaal eerder te maken, de overstap 

eerder worden gemaakt. 

 

Bij onderdeel A in de Bijlage is bovenstaande verduidelijkt waar nodig. 

 

De NTS is hiermee weer in lijn met de aanvraag. Tevens hebben wij, op advies 

van de IvD, de NTS in eenvoudiger bewoordingen beschreven. 

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

- Aard expertise: n.v.t. 
- Deskundigheid expert: n.v.t. 

- Datum verzoek: n.v.t. 

- Strekking van het verzoek: n.v.t. 

- Datum expert advies: n.v.t. 

- Advies expert: n.v.t. 

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling) 
 

Is het project vergunningplichtig (dierproeven in de zin der wet)? Indien van 
toepassing, licht toe waarom het project niet vergunningplichtig is en of daar 
discussie over geweest is. Ja, het is vergunningplichtig. Voor het bestuderen 

van functie en farmacokinetiek in organen (darm/lever/nier) voor 

wetenschappelijk onderzoek krijgen varkens stoffen toegediend en worden 

de dieren doodgemaakt om het de organen te bestuderen, dit betreft 

dierproeven in de zin der wet.  

 
Hier is geen discussie over geweest. 
Indien niet vergunningplichtig, ga verder met onderdeel E. Advies. 
 

1. De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag. 
 

2. Is de DEC competent om hierover te adviseren? Ja, de DEC is competent om 

hierover te adviseren. 

 
3. Geef aan of DEC-leden, met het oog op onafhankelijkheid en onpartijdigheid, zijn 

uitgesloten van de behandeling van de aanvraag en het opstellen van het advies. 
Indien van toepassing, licht toe waarom. Er zijn geen DEC-leden uitgesloten. 

Daar was geen aanleiding toe. 
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C. Beoordeling (inhoud) 

1. Beoordeel of de aanvraag toetsbaar is en voldoende samenhang heeft (Zie 

handreiking ‘Invulling definitie project’; zie bijlage I voor toelichting en voorbeeld).  
Ja, dit is naar ons idee een toetsbare aanvraag met voldoende samenhang. 

Het combineren van functie en farmacokinetiek van stoffen in lever, nier en 

darm in een projectaanvraag biedt de mogelijkheid om kennis en materiaal 

optimaal te benutten. Het betreft meerdere dierproeven met een 

vergelijkbaar doel en een vergelijkbare opzet. Het onderzoek is in een 

context geplaats van in vitro en ex vivo onderzoek op slachthuismateriaal, 

waarbij duidelijk is gemaakt wanneer proefdieren noodzakelijk zijn en welke 

strategieën worden toegepast om de verschillende stappen te zetten.  

 
2. Signaleer of er mogelijk tegenstrijdige wetgeving is die het uitvoeren van de proef in de weg 

zou kunnen staan. Het gaat hier om wetgeving die gericht is op de gezondheid en welzijn van 
het dier of het voortbestaan van de soort (bijvoorbeeld Wet dieren en Wet 
Natuurbescherming). Er is bij ons geen tegenstrijdige wetgeving bekend die van 
toepassing zou zijn. 
 

3. Beoordeel of de in de projectaanvraag aangekruiste doelcategorie(ën) aansluit(en) bij 
de hoofddoelstelling. Nevendoelstellingen van beperkt belang hoeven niet te worden 
aangekruist in het projectvoorstel. De DEC onderschrijft dat dit project zowel 

fundamenteel onderzoek als translationeel of toegepast onderzoek kan 
betreffen. 

 
Belangen en waarden 

 
4. Benoem zowel het directe doel als het uiteindelijke doel en geef aan of er een directe 

en reële relatie is tussen beide doelstellingen. Beoordeel of het directe doel 
gerechtvaardigd is binnen de context van het onderzoeksveld (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C4; zie bijlage I voor voorbeeld). Het doel van het 

onderzoek is het bestuderen van functie, kinetiek en metabolisme van 

stoffen in een geïsoleerd orgaan. Het gaat hierbij specifiek om first-pass 

organen zoals darm, lever en nier. Dit zal in preklinische setting 

plaatsvinden om de methode op te zetten en te valideren. Het achterliggende 

doel is om de verworven kennis uiteindelijk toe te passen op humaan 

materiaal. De onderzoeker heeft in de beschrijving voldoende duidelijk 

gemaakt dat de doelstelling in de beschreven setting haalbaar is en dat 

translatie naar relevante informatie voor de mens een goede kans van 

slagen heeft. De DEC vindt onderzoek doen naar bovenstaande doelen 

essentieel omdat op deze manier de verschuiving naar meetmethoden met 

hoge translatiewaarde en minimaal diergebruik mogelijk worden gemaakt. 

  

5. Benoem de belanghebbenden in het project en beschrijf voor elk van de 
belanghebbenden welke morele waarden in het geding zijn of bevorderd worden (Zie 

Praktische handreiking ETK: Stap 2.B en tabel 1; zie bijlage I voor voorbeeld) De 

belangrijkste belanghebbenden zijn grote aantallen darm-, lever-, en 

nierpatiënten, en maximaal 120 varkens die gebruikt worden als proefdier. 

Voor de patiënten gaat het om een betere kwaliteit van leven door goed 

werkende therapieën en vermindering van bijwerkingen. Voor de varkens 

gaat het om hun leven en soms licht ongerief door bijvoorbeeld een 

naaldprik. Daarnaast heeft de maatschappij als geheel belang bij deze 

experimenten. Goed voorspelbare modellen zullen leiden naar een kortere 

ontwikkelingstijd van medicijnen, wat kan leiden tot goedkopere medicatie. 

Ook proefdieren in het algemeen hebben een belang. Ex vivo experimenten 
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met restmateriaal of slachthuismateriaal kunnen leiden tot vermindering van 

het aantal dierproeven. Betere voorspelbare modellen kunnen bijdragen aan 

verfijning en vermindering van dierproeven. 
 

6. Is er aanleiding voor de DEC om de in de aanvraag beschreven effecten op het milieu in twijfel 

te trekken? Nee. 

Proefopzet en haalbaarheid 

 
7. Beoordeel of de kennis en kunde van de onderzoeksgroep en andere betrokkenen bij 

de dierproeven voldoende gewaarborgd zijn. Licht uw beoordeling toe. (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C5). De onderzoeksgroep geeft blijk van voldoende 

kennis en ervaring op het gebied van farmacokinetiek en metabole ziekten. 

De aanvrager geeft bovendien aan nauw in contact te staan met andere 

deskundigen. Bovendien geeft de aanvrager blijk van samenwerking en 

kennisdeling binnen en buiten het instituut.  

 

8. Beoordeel of het project goed is opgezet, de voorgestelde experimentele opzet en 
uitkomstparameters logisch en helder aansluiten bij de aangegeven doelstellingen en 
of de gekozen strategie en experimentele aanpak kan leiden tot het behalen van de 
doelstelling binnen het kader van het project. Licht uw beoordeling toe. Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C6). De haalbaarheid is voldoende beargumenteerd 

door de aanwezige expertise en interne en externe samenwerking. Ook geeft 

de aanvrager dat de onderzoeksgroep ruime ervaring heeft met het opzetten 

van een ex vivo model. De beschreven strategie geeft de DEC voldoende 

informatie om te verwachten dat er haalbare doelen zijn gesteld, juist ook 

omdat er voor de verschillende studies verschillende stadia van onderzoek 

zijn beschreven met voor de IvD goed toetsbare go/no-go-momenten.  
 
Welzijn dieren 

 

9. Geef aan of er sprake is van één of meerdere bijzondere categorieën van dieren, 
omstandigheden of behandeling van de dieren. Beoordeel of de keuze hiervoor 
voldoende wetenschappelijk is onderbouwd en of de aanvrager voldoet aan de in de 
Wet op de Dierproeven (Wod). Voor de desbetreffende categorie genoemde 
beperkende voorwaarden. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: 

Stap 1.C1; zie bijlage I voor toelichting en voorbeelden). De varkens zijn niet 

gefokt als proefdier. Bij de diersoort varken past dit binnen de richtlijn. 

 Bedreigde diersoort(en) (10e, lid 4)  
 Niet-menselijke primaten (10e)  
 Dieren in/uit het wild (10f)  

x Niet gefokt voor dierproeven (11, bijlage I richtlijn)  
 Zwerfdieren (10h)  
 Hergebruik (1e, lid 2)  
 Locatie: buiten instelling vergunninghouder (10g)  
 Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13)  
 Dodingsmethode niet volgens bijlage IV richtlijn (13c, lid 3)  

10. Geef aan of de dieren gehuisvest en verzorgd worden op een wijze die voldoet aan de 
eisen die zijn opgenomen in bijlage III van richtlijn 2010/63/EU. Indien niet aan deze 
minimale eisen kan worden voldaan, omdat het, om redenen van dierenwelzijn of 
diergezondheid of om wetenschappelijke redenen, noodzakelijk is hiervan af te 
wijken, beoordeel of dit in voldoende mate is onderbouwd. Licht uw beoordeling toe. 
De dieren worden volgens de richtlijn gehuisvest en verzorgd. 
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11.Beoordeel of het cumulatieve ongerief als gevolg van de dierproeven voor elk dier 
realistisch is ingeschat en geclassificeerd. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C2). Het cumulatieve ongerief is naar het idee van de 

DEC goed ingeschat. Een klein aantal dieren krijgt eenmalig een injectie. Het 

merendeel krijgt terminale anesthesie. 

 
12.Het uitvoeren van dierproeven zal naast het ongerief vaak gepaard gaan met 

aantasting van de integriteit van het dier. Beschrijf op welke wijze er sprake is van 
aantasting van integriteit. (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 1.C2). (zie bijlage I 

voor voorbeeld). Dieren worden beperkt in hun autonomie doordat zij zonder 

dat zij daar voordeel van hebben stoffen toegediend krijgen en doordat zij 

gedood worden. 

  
13. Beoordeel of de criteria voor humane eindpunten goed zijn gedefinieerd en of goed is 

ingeschat welk percentage dieren naar verwachting een humaan eindpunt zal 
bereiken. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 1.C3). 
N.v.t. 
 
3V’s 

 
14. Beoordeel of de aanvrager voldoende aannemelijk heeft gemaakt dat er geen 

geschikte vervangingsalternatieven zijn. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 1.C3). De onderzoeker maakt duidelijk dat er geen 

alternatieven zijn voor complexe organen als nier, darm en lever. Ook is er 

weinig humaan materiaal beschikbaar om ex vivo metingen op te doen. De 

DEC onderschrijft beide beperkingen en ziet het gebruik van het varken als 

een noodzakelijke tussenstap om voortgang te boeken in het onderzoek naar 

functie, kinetiek en metabolisme van stoffen in een geïsoleerd orgaan. 
 

15. Beoordeel of het aantal te gebruiken dieren realistisch is ingeschat en of er een 
heldere strategie is om ervoor te zorgen dat tijdens het project met zo min mogelijk 
dieren wordt gewerkt waarmee een betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. 
Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 1.C3). Na 

verhelderende antwoorden op vraag 5 en een latere aanpassing is de 

strategie voor het te berekenen aantal dieren voor de DEC helder. De DEC 

benadrukt ook dat de onderzoeker oog heeft voor het optimaal benutten van 

het dierlijk materiaal. Het onderzoek draagt bij aan vermindering en maakt 

gebruik van slachtafval en restmateriaal waar mogelijk. Ook levert het 

onderzoek restmateriaal aan andere onderzoekers. Hiervoor is een goed 

netwerk aanwezig. 

 
16. Beoordeel of het project in overeenstemming is met de vereiste van verfijning van 

dierproeven en het project zodanig is opgezet dat de dierproeven zo humaan mogelijk 
kunnen worden uitgevoerd. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: 

Stap 1.C3). De DEC is van mening dat het project in overeenstemming is met 

de vereisten ten aanzien van de verfijning van dierproeven. Het effect van de 

stof in het lichaam wordt niet in vivo bekeken in het hele dier (wat ongerief 

kan veroorzaken), maar in het orgaan van een dier onder terminale 

anesthesie (grootste deel). Het doden van de varkens is noodzakelijk voor 

het behalen van de doelen. Het dier komt niet meer bij, waardoor het 

ongerief bij de meeste dieren terminaal blijft. Bij een klein deel wordt een 

injectie gegeven op de best mogelijke manier. 

 
17. Beoordeel, indien het wettelijk vereist onderzoek betreft, of voldoende aannemelijk is 

gemaakt dat er geen duplicatie plaats zal vinden en of de aanvrager beschikt over 
voldoende expertise en informatie om tijdens de uitvoering van het project te 
voorkomen dat onnodige duplicatie plaatsvindt. Licht uw beoordeling toe. N.v.t.  
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Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 

 

18. Geef aan of dieren van beide geslachten in gelijke mate ingezet zullen worden. Indien 
alleen dieren van één geslacht gebruikt worden, beoordeel of de aanvrager dat in 
voldoende mate wetenschappelijk heeft onderbouwd. (Zie Praktische handreiking 

ETK: Stap 1.C3; zie bijlage I voor voorbeeld). Qua geslacht wordt gekeken welke 

dieren voorradig zijn. Zo wordt optimaal gebruik gemaakt van beschikbare 

proefdieren en restmaterialen.  
  

19. Geef aan of dieren gedood worden in kader van het project (tijdens of na afloop van 
de dierproef). Indien dieren gedood worden, geef aan of en waarom dit noodzakelijk 
is voor het behalen van de doelstellingen van het project. Indien dieren gedood 
worden, geef aan of er een voor de diersoort passende dodingsmethode gebruikt 
wordt die vermeld staat in bijlage IV van richtlijn 2010/63/EU. Zo niet, beoordeel of 
dit in voldoende mate is onderbouwd. Licht uw beoordeling toe. Indien van 
toepassing, geeft ook aan of er door de aanvrager ontheffing is aangevraagd (Zie 

Praktische handreiking ETK: Stap 1.C3). Varkens worden gedood volgens de 

richtlijn. Dit is noodzakelijk om de organen te isoleren en voorkomt dat de 

werking van stoffen in grotere aantallen levende dieren bestudeerd moet 

worden, wat het totale ongerief zou doen toenemen.  
 

20. Indien niet-humane primaten, honden, katten of landbouwhuisdieren worden gedood 
om niet-wetenschappelijke redenen, is herplaatsing of hergebruik overwogen? Licht 
toe waarom dit wel/niet mogelijk is. N.v.t. 
 
NTS 

 

21. Is de niet-technische samenvatting een evenwichtige weergave van het project en 
begrijpelijk geformuleerd?  De DEC is van mening dat de NTS een goede 
weergave is van het project en dat deze begrijpelijk is geformuleerd. 

D. Ethische afweging 
 
1. Benoem de centrale morele vraag (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 3.A). De 

centrale morel vraag is: mag je 120 varkens houden en doden, en een klein deel 

daarvan een injectie geven, om meer te weten over dysfunctie van darm, nier 

en lever, ten behoeve van de ontwikkeling van therapieën voor mens-

patiënten? 

 

2. Weeg voor de verschillende belanghebbenden, zoals beschreven onder C5, de sociale     
en morele waarden waaraan tegemoet gekomen wordt of die juist in het geding zijn, ten 
opzichte van elkaar af. Om dit proces te vergemakkelijken, kunt u de belangrijkste     
belanghebbenden en de belangrijkste waarden die in het geding zijn waarderen. U      
kunt dit verwoorden in termen van gering, matig of veel/ernstig voordeel of nadeel.    
Geef aan waarom de DEC bevordering van waarden (baten) voor de ene        
belanghebbende prevaleert boven de aantasting van waarden (kosten) voor de andere     
belanghebbende (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 3.B; zie bijlage I voor     

voorbeelden). Het aantal patiënten met metabole complicaties blijft stijgen en zo 

ontstaat er een steeds grotere behoefte aan nieuwe medicatie voor deze 

patiënten. Deze patiënten kunnen ernstig lijden door het falen van organen. 

Lever, nier en/of darm kunnen aangedaan zijn. Het gaat dus om grote belangen 

van grote aantallen patiënten met mogelijk ernstige aandoeningen. Bij de 

dierproeven en bij de verzorging, behandeling en huisvesting van de dieren 

wordt adequaat invulling gegeven aan de vereisten op het gebied van 

vervanging, vermindering en verfijning van dierproeven. Desondanks zullen er 
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binnen dit project maximaal 120 varkens terminaal ongerief ondervinden, en 

sommige licht ongerief, door respectievelijk het overlijden en door injecties.  

 
3. Beantwoord de centrale morele vraag. Maak voor het beantwoorden van deze vraag   
    gebruik van bovenstaande afweging van morele waarden. Maak daarnaast gebruik van  
    de volgende moreel relevante feiten: belang onderzoek (C4), kennis en kunde van  
    betrokkenen (C7), haalbaarheid doelstellingen (C8), categorieën en herkomst dieren  
    (C9), 3V’s (C14-C18), ongerief (C10-13 en C19) en relevante wet en regelgeving  
    (C2). Onderbouw hoe al deze elementen zijn meegewogen bij de beantwoording van  
    de centrale morele vraag, zodanig dat het navolgbaar is zonder gedetailleerde kennis  
    te hebben van het projectvoorstel (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 3.C; zie  

    bijlage I voor voorbeeld). De DEC acht het ethisch toelaatbaar om 120 varkens 

te houden en te doden, en een klein deel daarvan een injectie te geven, om 

meer te weten te komen over dysfunctie van darm, nier en lever, ten behoeve 

van de ontwikkeling van therapieën voor de mens. Er is voldoende kennis en 

kunde aanwezig bij de instelling en in het netwerk daaromheen om dit 

onderzoek goed te doen. Alternatieven (voornamelijk het gebruik van 

slachtafval) zijn opgenomen in de strategie, 3V-methoden. Het ongerief is nooit 

meer dan licht. De DEC acht het haalbaar dat door het uitvoeren van deze 

studies informatie wordt gegenereerd in een preklinische setting, zodat in de 

nabije toekomst de onderzoeksmethodiek en de validatie-informatie bruikbaar 

is om toe te passen op humaan materiaal. Dit alles brengt de DEC tot het 

oordeel dat het gebruik van de dieren in dit project gerechtvaardigd is. 

    

E. Advies 
 
1. Advies aan de CCD 

x De DEC adviseert de vergunning te verlenen. 
 De DEC adviseert de vergunning te verlenen onder de volgende voorwaarden 

 Op grond van het wettelijk vereiste dient de projectleider bij beëindiging 
van het project een beoordeling achteraf aan te leveren die is afgestemd 
met de IvD.  

 Voor de uitvoering van dit project is tevens ministeriële ontheffing 
vereist 

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

 De DEC adviseert de vergunning niet te verlenen vanwege: 
 De vaststelling dat het project niet vergunningplichtig is om de volgende 

redenen:… 
 De volgende doorslaggevende ethische bezwaren:… 
 De volgende tekortkomingen in de aanvraag:…  

 
2. Het uitgebrachte advies kan unaniem tot stand zijn gekomen dan wel gebaseerd zijn 

op een meerderheidsstandpunt in de DEC. Indien gebaseerd op een 
meerderheidsstandpunt, specificeer het minderheidsstandpunt op het niveau van 
verschillende belanghebbenden en de waarden die in het geding zijn (Zie Praktische 

handreiking ETK: Stap 4.A; zie bijlage I voor voorbeeld). 
Het advies is unaniem. 

 
3. Omschrijf de knelpunten/dilemma's die naar voren zijn gekomen tijdens het 

beoordelen van de aanvraag en het opstellen van het advies zowel binnen als buiten 
de context van het project (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 4.B). 
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De DEC was na lezing van de eerste versie van het projectvoorstel al positief 

over de strekking van het onderzoek en het gebruik van alternatieven en 3V-

methoden. Echter, zij had een aantal vragen die het maken van een precieze 

afweging bemoeilijkten. Het ging hierbij vooral om hoe geborgd was dat 

alternatieven benut werden, om haalbaarheid, maar ook om de precieze 

vaststelling van het aantal benodigde dieren. De uitleg door de aanvrager is 

voldoende gebleken en heeft niet tot nieuwe discussie geleid. Ook maakte de 

letterlijke verwerking van de antwoorden in de projectaanvraag het wegen 

moeilijk. De DEC heeft gevraagd aan de onderzoeker om de aanvraag te 

herzien en de antwoorden niet integraal op te nemen in de aanvraag.  



7.





10.
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