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DEC-advies  

A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer: 2016-0045 

2. Titel van het project: Nanoparticle imaging agents for cancer therapy 

3. Titel van de NTS: Toepassing van nanodeeltjes voor kankertherapie. 

 

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: 22-12-2016 

 aanvraag compleet 

 in vergadering besproken: 10-01-2017 en 07-02-2017 

 anderszins behandeld 

 termijnonderbreking(en) van 17-01-2017 tot 24-01-2017 en van 13-02-2017 tot 17-02-2017 

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

 aanpassing aanvraag: 24-01-2017 en 17-02-2017 

 advies aan CCD: 02-03-2017 

 

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

uitvoering van het project binnen deze instelling. 

 

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

 

9. Correspondentie met de aanvrager 

- Datum: 17-01-2017 

- Datum antwoorden: 24-01-2017 

 

- Gestelde vragen en antwoorden: 

 

Project Proposal: 

-3.1: De nanodeeltjes worden al geproduceerd en gebruikt in een klinische trial. De 

commissie neemt aan dat hier proefdieronderzoek aan vooraf is gegaan. Wat is er al bekend 

over deze nanodeeltjes en hoe verhoudt het onderzoek in dit project zich tot de klinische 

trial? Wat is de meerwaarde van dit proefdieronderzoek?  

Antwoord: The nanoparticles are in a clinical trial where therapeutic cells (dendritic cells) are 

labelled with the nanoparticles ex vivo, and the labelled cells are injected directly into a lymph 

node. Thus, no free particles are injected the label is never injected intraveneously. This is 

excellent for a first trial. However, we need to move towards in vivo or in site labelling, where 

the particles are injected intraveneously and are then taken up by specific cells.  

Thus, experiments on biodistribution and also the ability of the particles to reach tumours 

need to be carried out, as described in this proposal.  

7.
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Furthermore, here, we will also test the efficacy of these particles for tumour ablation, based 

on some promising preliminary in vitro data (figure in section 3.2). We have no in vivo data 

on this aspect of the particles, although it would be a very exciting and relevant clinical 

application. Such experiments also require more knowledge of the biodistribution.  

 

-3.2: De haalbaarheid is nog niet voldoende toegelicht met referenties naar eigen werk. 

Antwoord: The nanoparticles have been previously tested for the 19F MRI cell tracking,
1
 thus 

it is know that there is a possibility to track the nanoparticles and labelled cells in vivo.  

 

 

 

 

 

 

-3.4.1: Zijn er nog geen data over de biodistributie van deze nanodeeltjes? In experiment 

groep 2 is sprake van targeted nanodeeltjes. Zijn deze targeted voor tumoren of voor 

ontsteking? Waarom is het interessant om de biodistributie van nanoparticles te 

onderzoeken bij een lokale inflammatie? (zie ook de vraag over DAP1, A1) 

Antwoord: We are interested in moving forward from ex vivo labelling of therapeutic cells, as 

in the current clinical trial, to in vivo labelling, where the label is specifically taken up by the 

target cells. This would allow us to skip laborious ex vivo cell culture steps, and would also 

greatly reduce cost and risk to the patient. For such experiments, we need data on the in vivo 

biodistribution after intravenous administration, and also when the nanoparticles are 

equipped with a targeting agent.  

Finally, it is known that some tumours and regions of inflammation show an enhanced 

permeability and retention (EPR) effect,2 where the poorly formed vasculature is “leaky” and 

allows accumulation of certain agents at the tumour or site of inflammation. Since our 

nanoparticles are small enough for this, we would like to study the biodistribution of the 

nanoparticles under these conditions. If successful, this would provide a technique to image 

tumours or localise inflammation, both of which would be very useful in the clinic. 

 

-3.4.2: Zijn de no go momenten goed gedefinieerd? Wat gebeurt er als de biodistributie 

ongunstig blijkt, of als er geen effect is op tumorgroei? De onderzoekers hebben hier de 

berekening van de aantallen dieren toegevoegd. De commissie verzoekt hen deze hier weg te 

laten en toe te voegen aan de desbetreffende DAPs. Het lijkt alsof de dieren voor de pilot 

tweemaal worden geteld. 

Antwoord: In this project we would like to detect and show the distribution of our 

nanoparticles, in particular we would like to see if they will accumulate in the tumor. We are 

not interested in studying whether the presence of nanoparticles affect tumor growth.  

Regarding the animal number calculations, those have been removed from PP and are now 

described in DAP. 

 

Description of Animal Procedures: 

De uitwerking van het doel van het onderzoek in de DAPS lijkt wat onzorgvuldig. De 

onderzoekers worden verzocht dit beter uit te werken. Het is voor de commissie lastig te 

volgen waarom men deze experimenten wil doen met deze aantallen dieren.  

 

*DAP1 

-A1: Waarom willen de onderzoekers het effect van ontsteking onderzoeken? Dit is 

onvoldoende duidelijk uit het project proposal. 

Antwoord: The answer to this question is presented in section 3.4.1 of PP. 
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-A: Klopt het dat er geen tumorgroei zal plaatsvinden bij de dieren in dit onderdeel van de 

aanvraag? Zo ja, dan graag alle verwijzingen naar tumorgroei verwijderen. Zo nee, dan graag 

tumorgroei toevoegen op de plaatsen waar dit vermeld dient te worden. 

Antwoord: The references to tumor growth have been removed from this section. 

 

-B: Waarom is het belangrijk om vrouwelijke dieren te gebruiken voor dit onderzoek? De 

commissie meent dat de gegeven reden (bij A1, wordt hier gevraagd) ook gebruikt kan 

worden om het gebruik van mannelijke dieren te rechtvaardigen. 

Antwoord: We chose to use only female mice because (1) it is not possible to transfer cells 

between male and female mice due to the possibility of immune reactions, and (2) strong sex 

differences in immune reactions are known to occur.
3
 Therefore, we chose to use only female 

mice. 

 

-K: Het ongerief veroorzaakt door de plaatselijke ontsteking ontbreekt. 

Antwoord: It’s been corrected to mild. 

 

-K: Het ongerief van langdurige narcose en het bijkomen daaruit is matig. 

Antwoord: It’s been corrected. 

 

-K: Het cumulatief ongerief is nog niet beschreven. (geldt ook voor andere DAPs). Indien dit 

niet voor alle dieren hetzelfde is, graag aangeven welke mate van cumulatief ongerief voor 

welk deel van de dieren geldt. 

Antwoord: The cumulative discomfort has been set to mild or moderate, depending on the 

DAP and assays. 

 

 

*DAP2 

-A1: Welke tumormodellen worden gebruikt, en hoe worden deze aangebracht? De 

beschrijving daarvan ontbreekt hier en bij A2. 

Antwoord: We will use 3 tumor models: B16 melanoma, 9464D neuroblastoma and EL4 

thymoma. The tumor cells will be injected subcutaneously. 

 

-A2: Volgens het PP 3.4.2 wordt in dit onderdeel de biodistributie van de nanodeeltjes 

onderzocht, terwijl hier en bij B en H2 ook sprake is van cellen met nanodeeltjes die worden 

geïnjecteerd en gevolgd. Graag in overeenstemming brengen met elkaar. 

Antwoord: Some mice will receive only particles, while other will receive cells labeled with 

particles. The free particles serve as important controls, so we can see if the cells are actively 

migrating. 

 

-J:. Waarom is het voor dit onderzoek nodig de tumoren zo groot te laten worden dat 50 tot 

100% van de dieren hierdoor een humaan eindpunt zal bereiken? 

 

 

 

 

 

 

-K: het ongerief van tumorgroei is nog niet ingeschat. 

Antwoord: It was corrected to moderate. 
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*DAP3 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-K: Het ongerief van tumorgroei is matig wanneer de tumor max 2 cm
3
 kan worden. 

Antwoord: It’s been corrected. 

 

 

Niet-technische samenvatting: 

-3.1 Dit project draait niet om de ontwikkeling van nanodeeltjes, maar om uitbreiding van de 

toepasbaarheid van bestaande nanodeeltjes. 

-3.1 In dit onderzoek zal  worden. Dit komt 

onvoldoende tot uiting in de NTS. 

-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: 

Above points have been addressed and the changes were applied in the NTS. 

 

References 

1. Srinivas, M. et al. Customizable, multi-functional fluorocarbon nanoparticles for quantitative in vivo 

imaging using 19F MRI and optical imaging. Biomaterials 31, 7070–7 (2010). 

2. Hill, T. K. & Mohs, A. M. Image-guided tumor surgery: Will there be a role for fluorescent 

nanoparticles? Wiley Interdisciplinary Reviews: Nanomedicine and Nanobiotechnology (2015). 

doi:10.1002/wnan.1381 

3. Kovats, S. Estrogen receptors regulate innate immune cells and signaling pathways. Cell. Immunol. 

294, 63–69 (2015). 

 

 

- Datum: 13-02-2017 

- Datum antwoorden: 17-02-2017 

 

Project Proposal: 

-3.4.2: De onderzoekers antwoorden dat zij niet geïnteresseerd zijn in het antitumor effect 

van de nanodeeltjes. Dat is volgens de DEC in tegenspraak met het feit dat in DAP3 

onderzocht wordt hoe tumorablatie therapie effectiever kan worden gemaakt met behulp 

van de nanodeeltjes die een “imaging agent” en geneesmiddelen bevatten. 

Antwoord: In this project we would like to detect and show the distribution of our 

nanoparticles, in particular we would like to see if they will accumulate in the tumor. The goal 

of the experiment 2 is to see whether the nanoparticles will reach the tumor site, while in 

experiment 3 we would like to study the influence of the presence of nanoparticles on tumor 

ablation. 
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Description of Animal Procedures: 

*DAP1 

-A: nog niet alle verwijzingen naar tumorgroei zijn verwijderd uit deze DAP (zie onderdeel I). 

Antwoord: The references to tumor growth have been removed from the DAP1 (I). 

 

-K: percentages dieren met licht of matig ongerief ontbreken (geldt voor alle DAPs). 

Antwoord: The percentage of animals experiencing discomfort have been added in part K of 

all DAPs. 

 

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: The NTS has been checked and adjusted if needed. 

 

 

- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag. De beantwoording van de 

vragen van de commissie is niet altijd even zorgvuldig. De commissie is echter van mening 

dat zij desondanks een ethische afweging kan maken.  

 

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 4B 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. 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 doelcategorieën zijn in overeenstemming met de 

hoofddoelstelling.  

Belangen en waarden 

 

4. Het directe doel van het project is het ontwikkelen en verbeteren van nanodeeltjes voor het in 
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vivo imagen van cellulaire therapie en voor effectievere ablatietherapie (eventueel in combinatie 

met medicijnafgifte) in muismodellen voor kanker. Het uiteindelijke doel is het verbeteren van 

celtherapieën voor kanker (doordat de therapeutische cellen in beeld gebracht kunnen worden 

en de therapie kan worden bijgestuurd) en van tumor ablatie. In eerste instantie zal de 

biodistributie van (targeted) nanodeeltjes en DCs met nanodeeltjes worden onderzocht. Later 

worden ook effecten op tumor ablatie en de lokale afgifte van geneesmiddelen onderzocht. 

Celtherapie voor kanker wordt al in de kliniek toegepast, maar heeft nog niet altijd het 

verwachte effect. Onduidelijk is nog of de toegediende cellen daadwerkelijk aankomen op de 

goede locatie, of ze daar functioneren en hoe lang ze effectief blijven. Wanneer deze cellen in 

het lichaam in beeld gebracht kunnen worden (hetzij na in vitro labeling, hetzij na in vivo 

labeling) kan dit aanknopingspunten bieden voor het verbeteren van de therapie. Uit 

voorafgaande in vitro experimenten  

er nanodeeltjes in het tumorweefsel aanwezig zijn. De aanvragers zullen de aanwezigheid van 

(targeted) nanodeeltjes in tumorweefsel vaststellen en onderzoeken of dit leidt tot effectievere 

vernietiging van tumorweefsel. 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. 

 

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 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 kanker, is van groot belang voor de 

samenleving. 

6. De aanvrager geeft niet aan nadelige effecten op het milieu te verwachten. De DEC ziet geen 

aanleiding om aan te nemen dat die toch op kunnen treden. 

 

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 
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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 veroorzaakt door de herhaalde anesthesie die nodig is voor het 

imagen van de dieren en door de onderhuids groeiende tumoren waarvan de groei gedurende 

langere tijd wordt gevolgd. De commissie is van mening dat het cumulatief ongerief voor de 

dieren hierdoor kan oplopen tot maximaal matig ongerief voor de dieren die een tumor dragen 

en/of herhaaldelijk en langdurig onder anesthesie gaan. Voor de overige dieren is de 

ongeriefcategorie licht. 

 

12. De integriteit van dieren wordt in beperkte mate aangetast door de onderhuids groeiende 

tumoren en doordat een aantal muizen geschoren wordt om de fluorescentie van cellen in het 

lichaam te kunnen meten. Beide hebben invloed op hun uiterlijk en gedrag. 

 

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 ingeschat op basis van eerdere resultaten met deze onderhuids groeiende tumoren. De 

commissie is het eens met deze inschatting en de gehanteerde humane eindpunten. Die zijn in 

overeenstemming met wat in het kankeronderzoek gebruikelijk is. 

 

3V’s 

 

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

vervangingsalternatieven zijn. De onderdelen van het project die in vitro bestudeerd kunnen 

worden (bijvoorbeeld met fantomen) zijn al uitgevoerd. Voor het beantwoorden van de 

resterende onderzoeksvragen zijn dierproeven noodzakelijk. Er vindt een humane trial plaats met 

DCs die gelabeld zijn met nanopartikels, maar een aantal onderzoeksvragen (zoals de 

histologische bevestiging van de biodistributie van de cellen en de biodistributie van losse 

nanopartikels) kan alleen bij proefdieren worden onderzocht. 

 

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

experimenten gecombineerd om optimaal gebruik te kunnen maken van het beschikbare 

materiaal. Door de stapsgewijze aanpak waarin de resultaten uit eerdere proeven worden 

gebruikt voor het design van vervolgexperimenten wordt onnodig gebruik van proefdieren 

voorkomen.  

 

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

zijn de minst complexe vertebraten met een immuunsysteem dat vergelijkbaar is met dat van 

mensen. De muizen worden met meerdere technieken onder anesthesie geimaged zonder dat ze 

tussentijds bijkomen, zodat ze niet elke keer last hebben van het ontwaken uit anesthesie. De 

effectiviteit van de therapie wordt onderzocht met onderhuidse tumormodellen die minder 

ongerief voor de dieren veroorzaken dan orthotoop groeiende tumoren. De DEC is ervan 

overtuigd dat de beschreven proefopzet de meest verfijnde is en dat de dierproeven zo humaan 

mogelijk worden uitgevoerd.  

17. Het betreft geen wettelijk vereist onderzoek.  

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 

 

18. De aanvrager zal in het project alleen vrouwelijke dieren gebruiken. Hiervoor is de volgende 

onderbouwing gegeven: Er worden alleen vrouwelijke muizen gebruikt omdat er grote 

verschillen in immuunreacties kunnen optreden tussen mannelijke en vrouwelijke dieren. 

Donormuizen voor de isolatie van DCs dienen van hetzelfde geslacht te zijn als de ontvangende 

muizen. 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 vrouwelijke dieren uit te voeren. 

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

verschillende weefsels te kunnen onderzoeken voor het beantwoorden van bepaalde 

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

2010/63/EU. 

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

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

NTS 

 

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

geformuleerd. 

D. Ethische afweging 

 

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

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

 

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

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

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

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

hun gezondheid en kwaliteit van leven. De DEC kent daar veel gewicht aan toe om de volgende 

redenen. Celtherapie voor kanker is een veelbelovende vorm van immuuntherapie. Een aantal 

kankerpatiënten wordt al behandeld met deze therapie, maar de behandeling is niet altijd  

voldoende effectief. Tumor ablatie is een weinig invasieve behandeling waarmee tumoren 

(gedeeltelijk) vernietigd kunnen worden, maar die in de praktijk nog weinig ingezet wordt 

vanwege een beperkte effectiviteit . De resultaten van dit project zullen bijdragen aan de 

ontwikkeling van effectievere celtherapie en effectievere tumor ablatie. Het is aannemelijk dat 

de doelstellingen op termijn behaald zullen worden. De commissie acht het ontwikkelen van 

effectievere celtherapie en tumor ablatie van substantieel belang. 

 

3.  De DEC is overtuigd van het belang van de doelstellingen: ontwikkelen en verbeteren van 

nanodeeltjes voor het in vivo imagen van cellulaire therapie en voor effectievere ablatietherapie 

(eventueel in combinatie met medicijnafgifte) in muismodellen voor kanker. Het uiteindelijke 

doel daarvan is het verbeteren van celtherapieën voor kanker (doordat de therapeutische cellen 

in beeld gebracht kunnen worden) en van tumor ablatie. 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. 
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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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Van:
Verzonden: vrijdag 31 maart 2017 11:06 
Aan:
CC:
Onderwerp: AVD103000201789 : Aanvullende informatie

Geachte Instantie voor Dierenwelzijn, 

Op 2 maart 2017 hebben wij uw aanvraag voor een projectvergunning dierproeven ontvangen. 
Het gaat om uw project ‘Nanoparticle imaging agents for cancer therapy’ met aanvraagnummer 
AVD103002017897. Wij hebben nog een vraag over uw aanvraag. In deze e-mail leest u wat wij 
nog nodig hebben en wanneer u een beslissing kunt verwachten.

- U geeft aan alleen vrouwelijke dieren te gebruiken. Hoewel we er begrip voor hebben dat u het 
geslacht van donoren en acceptordieren wilt matchen, is de gebruikte argumentatie voor het 
gebruiken
van alleen vrouwelijke dieren in het project eerder als niet voldoende beschouwd. Kunt u aangeven 
waarom het niet mogelijk is om, met behoud van de mogelijkheid donoren- en acceptordieren te 
matchen, toch beide geslachten te gebruiken. U wordt verzocht aan te geven of er voor de te 
gebruiken modellen en uitleesparameters bekend is of er geslacht specifieke verschillen zijn.

Opsturen binnen veertien dagen
U heeft veertien dagen de tijd om de ontbrekende informatie aan te leveren. De CCD zou uw 
aanvraag echter graag in de eerstvolgende CCD vergadering bespreken. Wij vragen u daarom 
de informatie uiterlijk donderdag 6 april 2017 aan te leveren. U kunt dit aanleveren via NetFTP. 

Wanneer een beslissing
De behandeling van uw aanvraag wordt opgeschort tot het moment dat wij de aanvullende 
informatie hebben ontvangen. Als u goedkeuring krijgt op uw aanvraag, kunt u daarna 
beginnen met het project.

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

Met vriendelijke groet,

Centrale Commissie Dierproeven

www.centralecommissiedierproeven.nl

........................................................................

Postbus 20401 | 2500 EK | Den 
Haag .....................................................................
... T: 0900 2800028 
E:  info@zbo-ccd.nl (Let op: nieuw e-mail 
adres)

De Rijksdienst voor Ondernemend Nederland (RVO.nl) stimuleert Duurzaam, Agrarisch, 
Innovatief en Internationaal ondernemen.
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AVD103002017897-(2016-0045-05-04-2017) 

Our response is : 

We thank the CCD for looking at our proposal and raising relevant questions. We were asked 

about why we chose to use only female mice in our experiments. 

The main reason that we opted for only female mice is that we are studying inflammation and 

cancer, and these conditions are known to exhibit sexual dimorphisms, both in humans and in 

mice [see references 1-6 below]. This is a problem for us, as we are studying inflammation 

and related processes in our experiments. Importantly, our previous data (from the last 10 

years almost) is entirely in female mice, and we are building on that work in this project.  

Thus, including male mice would increase variability in our data, as well as increase 

complexity in planning the experiments, in terms of matching donors and recipients. This 

would lead to an overall increase in the numbers of mice required, and therefore we opted to 

use only female mice.  

References: 

1. Systemic Inflammation and sexual dimorphism: more than meets the eye. Crit Care Med

2007. 

2. Sexual dimorphism in cancer. Nat Rev. Cancer 2016.

3. Sexual dimorphisms in leukocyte trafficking in a mouse peritonitis model. J. Leukol Biol.

2015. 

4. Secual dimorphisms of adrenal steroids, sec hormones and immunological biomarkers and

possible risk factors for developing rheumatoid arthrritis. Int. J. Endocrinol. 2015. 

5. Sexual dimorphisms in the immune system of catechol-O-methyltransferase knockout

mice. Immunology 2012. 

6. Discovery of sexual dimorphisms in metabolic and genetic biomarkers. PLoS Genet 2011.

  

Radboud University Medical Center (RadboudUMC)
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Vragen CCD + antwoorden/reactie onderzoeker: 

 

-De 3V’s zijn vrij summier beschreven. In bijlage 3.4.4.2 heeft u bovendien niet aangegeven waarom 

het niet mogelijk is de doelstellingen te behalen zonder het gebruik van dieren. U wordt verzocht deze 

informatie alsnog aan te leveren.  

 

De extra informatie is toegevoegd aan de bijlage. 

 

-Het aantal dieren in de NTS komt niet overeen met het in de aanvraag beschreven aantal dieren. U 

wordt verzocht aan te geven wat correct is en de NTS en aanvraag met elkaar in overeenstemming te 

brengen. 

 

Het aantal dieren is gecorrigeerd in de NTS. 

 

-De aangevraagde looptijd van de vergunning komt niet overeen met de looptijd van het project in de 

NTS. U wordt verzocht aan te geven wat correct is en de NTS en aanvraag met elkaar in 

overeenstemming te brengen. 

 

De looptijd van de vergunning is aangepast in de NTS. 

 

Uit uw aanvraag blijkt niet of u mannelijke en vrouwelijke dieren gaat gebruiken. U wordt verzocht dit 

alsnog aan te geven. Mocht u of alleen vrouwelijke of alleen mannelijke dieren gebruiken, wordt u 

verzocht toe te lichten waarom dat voor het behalen van uw doelstelling noodzakelijk is.  

 

In de beschrijving van de dierproeven staat voor beide dierproeven onder kopje B (De Dieren) reeds 

aangegeven welk geslacht dier er per dierproef wordt gebruikt en de toelichting daarbij. 

 

 

De aangepaste NTS, bijlage/dierproef 1 en bijlage/dierproef 2 zijn aangepast. 
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 1 Algemene gegevens 
 
1.1 Vul uw deelnemernummer 

van de NVWA in. 

 

 

32600 

  1.2 Vul de naam van de 
instelling of organisatie in. 

Intravacc 

    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 

 Immunologische evaluatie van een vaccin toegediend met 

holle micronaalden 

  

2 Beschrijving dierproeven 
 

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters 

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

 Om aan te tonen dat intradermale administratie van een vaccin met de micronaaldapplicator mogelijk is, 

wordt de micronaald-applicator eerst getest in een dierstudie. Als modelvaccin wordt een influenza vaccin 

gebruikt; influenza vaccins worden al succesvol in mensen via de intradermale route toegediend. Van dit 

vaccin is dus al bewezen dat het beschermende immuunresponsen na intradermale toediening kan 

induceren. 

De holle micronaalden zijn ontworpen om met een applicator toegediend te worden. Deze applicator vormt 

een integraal onderdeel met de holle micronaalden. 

 

De studie bestaat uit twee onderdelen; in het eerste onderdeel worden de biotechnici getraind in het gebruik 

van de micronaald-applicator op de dieren. Tevens wordt daar de optimale injectiediepte voor de 

proefdieren bepaald. 

Het tweede onderdeel van de studie bestaat uit de immunisatiestudie. 

 

Deel 1: Training en optimalisatie van micronaald-applicator 

Er zullen eerst enkele oefenvaccinaties uitgevoerd worden om het gebruik van de micronaald applicator te 

trainen. Tevens moet de bloedafname bij cavia’s getraind worden door de biotechnici. Door deze training 

willen wij het risico op fouten tijdens de vaccinatiestudie zo klein mogelijk maken. 

Tevens zal er worden gekeken of de micronaald-applicator inderdaad correct intradermaal vaccineert in de 

dieren. Hiervoor zullen de injecties uitgevoerd worden met een kleurstof, waarna bepaald kan worden hoe 

diep is geïnjecteerd. De intradermale toediening is succesvol als er geen kleurstof wordt gevonden in 

subdermale weefsels. 

 

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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Deel 2: Immunisatiestudie 

In de dierstudie zullen vier verschillende experimentele groepen getest worden: 1) Influenza vaccin 

intradermaal geïnjecteerd met de holle micronaalden; 2) influenza vaccin intradermaal geïnjecteerd met 

conventionele spuit en naald; 3) influenza vaccin intramusculair geïnjecteerd met conventionele spuit en 

naald en 4) zoutoplossing intradermaal geïnjecteerd met de holle micronaalden. 

 

Centraal in de studie staat de vergelijking tussen intradermale toediening via de holle micronaalden en 

intradermale toediening met conventionele spuit en naald; verwacht wordt dat de holle micronaalden 

gelijkwaardig zijn. Als positieve controle is de intramusculaire injectie geïncludeerd; dit is de normale vaccin 

toedieningsroute in proefdieren. Als negatieve controle wordt er een zoutoplossing met de holle 

micronaalden intradermaal toegediend; deze zouden geen immuunrespons moeten opwekken. 

 

De primaire uitkomstparameters zijn influenza-specifieke antistoftiters in het serum. Er wordt verwacht dat 

het vaccin toegediend met de holle micronaalden het even goed doet als de intradermale controlegroep met 

spuit en naald; eventuele verschillen tussen de groepen zullen met een one-way ANOVA worden 

aangetoond. 

 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 dieren zullen tijdens het experiment elk tweemaal worden gevaccineerd met de vaccins genoemd in 

voorgaande sectie. Er wordt twee keer gevaccineerd om te garanderen dat er meetbare immuunresponsen 

worden opgewerkt. Eerdere studies met influenzavaccins in cavia’s laten zien dat één enkele vaccinatie 

soms niet immunogeen genoeg is (Bonificio et al.; Fabrication of cell culture-derived influenza vaccine 

dissolvable microstructures and evaluation of immunogenicity in guinea pigs; Vaccine, 2015). De vaccinaties 

zullen plaatsvinden op dag 0 en dag 21 onder verdoving. Deze tijdstippen zijn geselecteerd aan de hand van 

bestaande literatuur over influenza vaccins in cavia’s (waaronder bovengenoemde referentie). Op dag 35 

worden de dieren geëuthanaseerd. Op dagen 0, 14, 21 wordt er van elk dier een bloedafname gedaan. Op 

dag 35 worden de dieren verbloed. In het bloed van deze bloedafnames worden de influenza-specifiek 

antistoftiters bepaald.  

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

een minimum te beperken. 

 Het aantal dieren is berekend met een poweranalyse, gebaseerd op het vergelijken van de logaritmes van 

antistoftiters van twee groepen door een eenzijdige t-toets. Hiermee is rekening gehouden met een 

significantieniveau van 0.05 en een gewenste power van 80%. De standaarddeviatie op de readout (log 

antistoftiters) wordt geschat op 10% (op basis van eerdere studies in de literatuur met cavia’s 

geïmmuniseerd met influenzavaccins), en we willen een effect size van minimaal 15% aantonen. Hieruit 

volgt dat er ongeveer 10 dieren per groep benodigd zijn. 

 B. De dieren 

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

 In deze dierstudie zal gebruik gemaakt worden van haarloze cavia’s (hairless Hartley guinea pigs) afkomstig 

uit geregistreerde proefdierfok in binnen- of buitenland. Door haarloze dieren te gebruiken is het 

makkelijker om met de holle micronaalden intradermaal te injecteren; er hoeft niet geschoren te worden. 

Scheren kan leiden tot irritatie van de huid, wat de lokale immuunrespons in de huid kan beïnvloeden. 

Verder is er bewijs dat de huid van de haarloze cavia veel overeenkomsten heeft met humane huid, met 

name qua dikte en structuur (Sueki et al.; Hairless guinea pig skin: anatomical basis for studies of 

cutaneous biology; European Journal of Dermatology, 2000). 

Er zullen enkel vrouwelijke dieren gebruikt worden van 7-8 weken oud (ongeveer 400 gr.); het geslacht kan 

invloed hebben op de immuunrespons, waardoor de variatie in de resultaten vergroot wordt. De 

poweranalyse voor de berekening van de groepsgrootte is gebaseerd op data met alleen vrouwelijke 

proefdieren. Een studie om de optimale groepsgrootte te bepalen voor 2 geslachten zal erg veel dieren 

kosten. Omdat dit een eenmalige proef is, en het totaal aantal dieren vrij beperkt is, willen wij ons beperken 

tot enkel vrouwelijke dieren. 

Het benodigde aantal dieren voor deze proef wordt geschat op 90. Er zijn 10 dieren benodigd om de 

applicator voorafgaande aan de immunisatieproef te testen. Voor de immunisatieproef wordt het aantal 

benodigde dieren geschat op 40. Er worden nog eens 40 dieren begroot voor een tweede proef  indien de 

eerste proef herhaald moet worden. Herhaling is wellicht nodig door onverwachte uitval van de dieren (door 

bijvoorbeeld een onverwachte infectie in de dieren tijdens de dierproef). 
 



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. 

 Naast deze dierstudie zal de micronaald-applicator ook getest worden op humane huidbiopten. Hiermee 

worden de prikeigenschappen van de micronaalden onderzocht en indien nodig geoptimaliseerd voor gebruik 

in de mens. Er kunnen echter geen immunologische responsen worden opgewekt in huidbiopten. Ook 

bestaat er geen ander in vitro model om de immunogeniciteit van het vaccin toegediend door de 

micronaald-applicator te testen.  

Het minimale aantal dieren om statistische verschillen aan te tonen is berekend door middel van een 

poweranalyse. Zo wordt voorkomen dat er (statistische) onbruikbare data uit de dierproef komt. Omdat de 

nieuwe immunisatiemethode het vaccin met hoge snelheid injecteert, is er gekozen om een groter diermodel 

(de haarloze cavia) te verkiezen boven een kleine dier zoals de muis. Een ander belangrijke factor is dat de 

huid van haarloze cavia’s in meerdere opzichten gelijk is aan mensenhuid, wat van belang kan zijn voor het 

prikken van de micronaalden.  

De micronaaldapplicator zal voor deze studie worden geoptimaliseerd voor intradermale toediening in dieren 

(zie proefopzet in deze bijlage). Tevens zullen dan de biotechnici getraind worden in het gebruik van 

micronaald-applicator. Hierdoor wordt er voorkomen dat er onnodige fouten worden gemaakt tijdens het 

uitvoeren van deze proef, wat de kans op nadelige effecten op de dieren verkleind. 

 

 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. 

 De dieren worden tijdens de vaccin toediening onder anesthesie gebracht om angst bij de dieren te 

verminderen. 

 

 

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? 

 De huid van de dieren kan makkelijk beschadigd worden omdat ze haarloos zijn. Ook kunnen de dieren zich 
moeilijker warm houden. Er wordt geen pijn verwacht van de injectie met de micronaald-applicator, omdat 
deze intradermaal (tussen de dermis en epidermis) injecteert, waar geen zenuwen liggen. 

 Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn. 
 Haarloosheid van de dieren.             
 
Beschrijf welke maatregelen worden genomen om deze schadelijke effecten te voorkomen of waar mogelijk 

te minimaliseren. 
 Aangezien de dieren haarloos zijn, zal er een speciale ondergrond worden toegepast. Tevens zullen de 
dieren individueel gehuisvest worden om verwondingen aan de huid te voorkomen. Ook zal de temperatuur 
van hun leefomgeving aangepast 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. 

            

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

  

 
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. 
 Het cumulatief ongerief voor de dieren wordt geschat op matig. De dieren worden intradermaal of 
intramusculair geïnjecteerd, wat niet erg belastend is voor de dieren. Echter, doordat de dieren haarloos zijn 
kunnen ze ongerief ondervinden door de individuele huisvesting. We verwachten geen bijwerkingen van het 
influenza vaccin. 

 
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. 

 De dieren worden aan het einde van de proef verbloed. Voor onze uitleesparameters is er zo veel mogelijk 
serum nodig voor verschillende analysetechnieken. 
 

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  

  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            

 1 Algemene gegevens 

 
1.1 Vul uw deelnemernummer 

van de NVWA in. 

 

 

32600 

  1.2 Vul de naam van de 

instelling of organisatie in. 
Intravacc 

    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 

  

2 

Immunologische evaluatie van het intradermaal toedienen 

van een Polio vaccin d.m.v. een pleister (patch) met 

oplosbare solide micro naaldjes  

  

2 Beschrijving dierproeven 

 
A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters 

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

 Om aan te tonen dat intradermale immunisatie met behulp van een pleister (patch) mogelijk is, wordt een 

pleister geformuleerd met vaccin en getest in een dierstudie. De pleister bestaat uit oplosbare micronaaldjes. 

Na aanbrengen van de pleister prikken de micronaaldjes in de huid en lossen langzaam op. Het toedienen van 

micronaalden is pijnloos, dit omdat ze klein in omvang zijn en niet diep genoeg in het weefsel kunnen prikken 

om zenuwuiteinden of bloedvaten te kunnen raken. Om de werkzaamheid van de pleister te onderzoeken 

wordt als modelvaccin een polio vaccin gebruikt. Polio vaccins worden al succesvol in mensen via de 

intradermale route toegediend. Van dit vaccin is dus al bewezen dat het beschermende immuun responsen 

na intradermale toediening kan induceren. De studie bestaat uit een immunisatie studie in ratten waarbij 

gekeken wordt of na toediening van de pleister neutraliserende antistoffen opgewekt kunnen worden tegen 

het polio virus. Om het concept te kunnen testen wordt er gekozen voor een formulering met monovalent (1  

type poliovirus) en trivalent vaccin (3 typen poliovirus). Met het monovalent vaccin wordt onderzocht of het 

concept van intradermaal vaccineren met micronaalden polio vaccin effectief is (proef 1). Indien dit het geval 

is zal de proef herhaald worden voor een trivalent vaccin waarbij de robuustheid van het concept getest wordt 

doordat er met meerdere serotypes poliovaccin tegelijkertijd geïmmuniseerd wordt. N.B. voor optimale 

bescherming tegen het poliovirus is een vaccinatie met een trivalent vaccin noodzakelijk.    

 

In de dierstudie voor het Polio vaccin zullen vier verschillende experimentele groepen getest worden:  

1) polio vaccin intradermaal toegediend op het oor van het dier met een pleister. Er worden 2 verschillende 

pleisters geformuleerd met monovalent en trivalent vaccin. Beiden patches worden getest in 3 verschillende 

vaccin concentraties.  

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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2) polio vaccin intramusculair geïnjecteerd met de conventionele spuit en naald (monovalent en trivalent, 3 

vaccin concentraties). Intramusculaire injecteren is 1 van de conventionele manieren van vaccineren met 

poliovaccins. Deze groep is toegevoegd om een directe vergelijking te kunnen maken met de intradermale 

toediening via de pleister. 

3) intramusculair injectie van monovalent en trivalent vaccin opgelost uit de pleisters met de hoogste vaccin 

concentratie. Deze groep wordt geïncludeerd om aan te kunnen tonen dat het virus niet zijn werking heeft 

verloren na formuleren van de pleisters. De aanwezigheid van virus antigenen worden voorafgaand aan de 

dierstudies in vitro getest echter de werkzaamheid, het opwekken van neutraliserende antilichamen, kan 

alleen in vivo in een dierproef getest worden.  

4) controle groep voor de intradermale toediening, vaccineren van dieren met mock geformuleerde pleister. 

Deze patch bestaat uit alle oplosbare bestanddelen waarvan de micronaaldjes gemaakt zijn met 

uitzondering van het vaccin. Omdat deze patches geen vaccin bevatten zal er ook geen immuunrespons 

opwekt worden.   

 

Samengevat: 

 

 
 

Centraal in de studie staat de vergelijking tussen intradermale toediening (i.d.) via de pleister en de 

intramusculair toediening (i.m.) met conventionele spuit en naald; de vraag is of het gebruik van de pleister 

net zo effectief of beter zal zijn in het opwekken van neutraliserende antilichamen dan de conventionele 

methode met spuit en naald. De intramusculaire toediening is de normale vaccin toedieningsroute voor het 

testen van polio vaccin in proefdieren.  

 

De primaire uitkomstparameters zijn polio-specifieke neutraliserende antistof titers in het serum, welke in 

de mens correleren met bescherming. 

 

 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 dieren zullen tijdens het experiment elk tweemaal gevaccineerd worden met de vaccins genoemd in 

voorgaande sectie. De vaccinaties zullen plaatsvinden op dag 0 en dag 21 onder verdoving. Op dagen 0, 21 

en 28 wordt er van elk dier, onder verdoving een bloedafname gedaan en gewogen. Op dag 42 worden de 

dieren onder verdoving gewogen en geëuthanaseerd door verbloeding. 

  

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

een minimum te beperken. 

 Primaire doelstelling is het aantonen van seroconversie na intradermale vaccinatie met poliovaccin waarbij 

de neutraliserende antilichaam titers hoger of tenminste gelijk zijn aan de titers geïnduceerd na 

intramusculaire vaccinatie. Titers groter dan een 8x serum verdunning worden beschouwd als positief. Uit 

eerdere experimenten is gebleken dat met een groepsgrootte van n=10 dieren (sample size 

calculator(http://www.openepi.com)) een medisch relevant verschil, namelijk een ‘effect size’ van 15%, 

aangetoond kan worden tussen de hoogste (gekozen op basis van 100% seroconversie) en laagste 

vaccinverdunning met 80% kans. Deze berekening betreft het vergelijken van twee groepen door een 

eenzijdige t-toets op significantie niveau van 5%. 

 B. De dieren 

Proef Groep Route toediening Wijze toediening Poliovaccin 

Hoog Middel Laag

1 Intradermaal pleister met micronaalden sIPV monovalent 10 10 10

2 Intradermaal pleister met micronaalden formuleringsbuffer (1) 10

3 Intramusculair opgeloste micronaalden sIPV monovalent 10

4 Intramusculair vloeibaar vaccin sIPV monovalent 10 10 10

Hoog Middel Laag

1 Intradermaal pleister met micronaalden sIPV trivalent 10 10 10

2 Intradermaal pleister met micronaalden formuleringsbuffer (2) 10

3 Intramusculair opgeloste micronaalden sIPV trivalent 10

4 Intramusculair vloeibaar vaccin sIPV trivalent 10 10 10

Vacin dosis

1

2



 Benoem de diersoorten, herkomst, geschatte aantallen en levensstadia.  

 In deze dierstudie zal gebruik gemaakt worden van ratten afkomstig uit geregistreerde proefdierfok in 

binnen- of buitenland. Er zullen enkel vrouwelijke dieren gebruikt worden van 6-8 weken oud; De 

poweranalyse voor de berekening van de groepsgrootte is gebaseerd op data met alleen vrouwelijke 

proefdieren. Een studie om de optimale groepsgrootte te bepalen voor 2 geslachten zal erg veel dieren 

kosten. Omdat dit een eenmalige proef is, en het totaal aantal dieren vrij beperkt is, willen wij ons beperken 

tot enkel vrouwelijke dieren. 

 

Geschatte aantallen: 

Groep 1: 1 vaccin in 3 concentraties getest a 10 dieren per conditie is : 1 x 3 x 10 = 30 dieren 

Groep 2: 1 vaccin in 3 concentraties getest a 10 dieren per conditie is:  1 x 3 x 10 = 30 dieren  

Groep 3: 1 vaccin in 1 concentratie getest a 10 dieren per conditie is:         1 x 10 = 10 dieren  

Groep 4: controle groep, 1 conditie a 10 dieren                                           1 x 10 = 10 dieren  

 

Totaal aantal dieren per proef = 80  

Totaal aantal dieren per 2 proeven (vaccinatie met monovalent en trivalent vaccin) = 160 dieren  

 

Er worden nog eens 160 dieren begroot voor herhaling van beiden proef. Dit aantal is behoudens eventuele 

aanpassingen in de vaccin concentraties en/of, aantal immunisaties en/of locatie van aanbrengen (flank 

i.p.v. oor) van de patches waardoor het experiment herhaald moet worden.   

Totaal aantal dieren voor gehele aanvraag 2 experimenten x 160 dieren per experiment = 320 dieren  
 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. 

 Stimulatie van de productie van neutraliserende antilichamen is een wereldwijd geaccepteerde maat voor de 

effectiviteit van vaccins. Bij de productie van neutraliserende antilichamen zijn verschillende soorten 

immuuncellen betrokken. Op dit moment kan deze immuunrespons niet in vitro nagebootst worden, 

waardoor het noodzakelijk is om de productie van neutraliserende antilichamen met een dierproef te 

onderzoeken. 

Het minimale aantal dieren om statistische verschillen aan te kunnen tonen is berekend door middel van een 

poweranalyse en bevestigd in verschillende studies. Zo wordt voorkomen dat er (statistische) onbruikbare 

data uit de dierproef komt. De capaciteit van een polio vaccin om neutraliserende antilichamen te induceren 

kan getest worden in kippen, cavia’s of ratten diermodel. Binnen ons instituut is ervaring met het ratten 

model en alle analyse methodes zijn gebaseerd op het analyseren van ratten sera. 

De test om poliovaccins te testen op werkzaamheid is gestandaardiseerd; deze test wordt in ratten 

uitgevoerd. Daarom is er gekozen om voor deze micronaald-vaccin combinatie de rat te gebruiken als 

diermodel. 

 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. 

 De dieren worden tijdens alle vaccin toedieningen en bloedafnames onder anesthesie gebracht om zo de 

angst bij de dieren te verminderen.  

 

 



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. 

 De micronaaldjes op de pleister zijn nog niet eerder geformuleerd geweest met het polio vaccin en zal in 

deze hoedanigheid voor het eerst in dieren getest worden.    

 
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. 

            

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

  

 
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. 
 Het cumulatief ongerief voor de dieren wordt geschat op matig, omdat de dieren herhaaldelijk onder 

narcose worden gebracht. De dieren worden intradermaal (pleister op de huid) of intramusculair 

geïnjecteerd, wat niet erg belastend is voor de dieren. We verwachten geen bijwerkingen van het polio 

vaccin. 

 
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. 

 De dieren worden aan het einde van de proef verbloed. Voor onze uitleesparameters is er zo veel mogelijk 

serum nodig voor verschillende analysetechnieken. 

 

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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1-AVD103002017904-reactie-(21-03-2017) 

 

Vraag CCD: 

In uw aanvraag beschrijft u verschillende stappen/fases in de experimentele opzet, maar duidelijke 

go/no-go momenten en besliscriteria om wel dan niet verder te gaan met het experiment of met een 

onderdeel van het experiment ontbreken. We verzoeken u om aan te geven of er momenten in de 

strategie zijn opgenomen wanneer u zal beslissen om niet verder met het experiment/een onderdeel 

van het experiment te gaan. Zo ja, welke besliscriteria worden toegepast? 

 

Antwoord: 

Naar aanleiding van deze onduidelijkheid is bij  paragraaf 3.4.2. van de project proposal een alinea 

toegevoegd over de go/no-go procedure en de criteria. Na elke fase zal bekeken worden of de 

geteste antigen delivery systems/vaccinatie routes voldoen aan het criterium om door te kunnen 

naar de volgende fase. Het criterium dat we hierbij gebruiken is:  

Go: (gedeeltelijke) bescherming tegen de pneumokok 

No-go: geen bescherming tegen de pneumokok.  

Aangezien gestart wordt met een screening van de meerdere antigen delivery systems/vaccinatie 

routes, is het zeker dat een selectie hiervan alle fases beschreven in dit project zal doorlopen. 

 

 

Ik hoop hiermee mijn verbeteringen in de CCD aanvraag voldoende te hebben toegelicht.  

 

Met vriendelijke groet,  
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DEC-advies  

A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer: 2016-0105 

2. Titel van het project: Combining parenteral and mucosal vaccinationstrategies against 

pneumococcal infections 

3. Titel van de NTS: Onderzoek naar nieuwe vaccinatiestrategieën voor preventie van 

pneumokokken infecties 

 

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: 24-01-2017 

 aanvraag compleet 

 in vergadering besproken: 07-02-2017 

 anderszins behandeld 

 termijnonderbreking(en) van 13-02-2017 tot 15-02-2017 

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

 aanpassing aanvraag: 20-02-2017 

 advies aan CCD: 10-03-2017 

 

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

uitvoering van het project binnen deze instelling. 

 

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

 

9. Correspondentie met de aanvrager 

- Datum vragen: 13-02-2017 

- Datum antwoorden: 20-02-2016 

 

- Gestelde vragen en antwoorden: 

Project Proposal:  

-3.3: De relevantie van dit onderzoek is erg algemeen gesteld. Het belang voor de 

wetenschap is onderbelicht. De onderzoekers worden verzocht dit specifieker en 

uitgebreider toe te lichten. 

Antwoord: Het belang voor de wetenschap, in het bijzonder de vermeerdering van kennis 

over de effecten van vaccin formulering en wijze van vaccineren (mucosaal en systemisch) is 

verder toegelicht. De verkregen kennis als resultaat van dit project is niet alleen van belang 

bij de ontwikkeling van vaccins tegen pneumokokken infecties. De strategieën die hier 

onderzocht worden zijn breder toepasbaar, wat betekent dat het kan bijdragen aan het 

verbeteren van vaccins tegen vele verschillende ziekteverwekkers. 
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Deze informatie is toegevoegd aan zowel het project proposal als de niet-technische 

samenvatting. 

 

-3.4.1: De volgorde waarin de verschillende onderzoeksvragen worden onderzocht lijkt te 

verschillen tussen 3.2 en 3.4.1. De onderzoekers worden verzocht dit aan te passen dan wel 

te verduidelijken. 

Antwoord: De volgorde van de project onderdelen, zoals genoemd onder 3.2 is aangepast 

zodat deze overeenkomt met de onderzoeksvragen gesteld in paragraaf 3.4.1. Deze 

aanpassing heeft geen verdere gevolgen op de volgorde van het geschreven project. 

 

-3.4.1:  Er worden modelantigenen gekozen in onderdeel 1. Op basis waarvan vindt deze 

keuze plaats? Hoeveel modelantigenen willen de onderzoekers testen en worden dezelfde 

modelantigenen vervolgens in de hele studie gebruikt? 

Antwoord: We hebben gekozen voor twee modelantigenen, waarvan we op basis van onze 

eigen ervaring en informatie uit de literatuur weten dat deze antigenen (deels) bescherming 

bieden tegen infecties veroorzaakt door de pneumokok (K. Kuipers et al, Vaccine, 2015; 

33(17), 2202-2209 & N. Kothari et al, Vaccine, 2015; 33(6), 783-788 & Z. Piao et al, Vaccine, 

2014; 32(43), 5607-5613 &  D.E. Briles et al, Vaccine, 1996; 14, 858-867). Deze 

modelantigenen zullen gedurende de gehele studie gebruikt worden als controle. 

 

Description of animal procedures: 

DAP1 

-B: De onderzoekers vermelden dat het gebruik van beide geslachten vermeden dient te 

worden om de variatie te beperken, waardoor met kleinere groepen dieren kan worden 

gewerkt. Kunnen de onderzoekers dit onderbouwen met een (globale) berekening van het 

verschil in groepsgrootte wanneer gemengde groepen gebruikt worden? 

Antwoord: Op basis van de literatuur is bekend dat mannetjes en vrouwtjes verschillend 

reageren op een pneumokokken infectie (Kadioglu et al, 2011). In de huidige literatuur met 

betrekking tot vaccine studies in muizen, worden veelal of mannetjes of vrouwtjes muizen 

gebruikt. Hierbij maakt de overgrote meerderheid van de studies gebruik van vrouwtjes 

muizen. Er is geen standaard deviatie bekend wanneer mannetjes en vrouwtjes muizen 

gecombineerd worden in één experiment. Aangezien er wel is bewezen dat het geslacht 

invloed heeft op de reactie op een pneumokokken infectie, nemen wij aan dat de standaard 

deviatie toeneemt zodra beiden geslachten worden gecombineerd. De volgende berekening 

toont aan dat een verhoging van de standaarddeviatie (σ van 1.2 naar 1.5) leidt tot een 

verhoging van het aantal benodigde dieren per experimentgroep. De volgende formule wordt 

hiervoor gebruikt: N= 2 (Z α/2 + Zβ)2 * σ2/d2. Alpha, power en expected difference blijven in 

dit voorbeeld gelijk. Het verschil in aantal muizen tussen experimenten met alleen vrouwtjes 

muizen of beide geslachten wordt dus alleen bepaald door de standaarddeviatie. De factor 

waarmee de groepsgrootte toe zal nemen bij gebruik van beide geslachten kan als volgt 

berekend worden:  σ
2

female+male / σ
2

female = 1.52/1.22 = 1.6 

Als we het gebruik van beide geslachten toepassen op het gehele project dan zal dit leiden tot 

het gebruik van: 2560 * 1.6 = 4000 muizen. Om onnodig gebruik van muizen te voorkomen, 

beperken we ons daarom enkel tot vrouwtjes muizen. 

 

-Zoals het nu is verwoordt lijkt het alsof de onderzoekers verwachten dat alle mannen in 

groepshuisvesting gaan vechten waardoor zij enkele weken individueel gehuisvest moeten 

worden. De commissie verzoekt hen dit genuanceerder op te schrijven (ook in DAP2). 

Antwoord: De bewoording is aangepast in zowel DAP1 als DAP2. 
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-I: De onderzoekers zullen het effect van immuunmodulators onderzoeken (in de tabellen is 

sprake van adjuvantia). Als er ongerief van adjuvantia en immunomodulators wordt 

verwacht dan dit graag vermelden (ook in DAP2). 

Antwoord: Om verwarring te voorkomen is in het gehele document de term ‘immune 

modulating molecules’ vervangen door ‘adjuvants’. We verwachten dat het toedienen van 

adjuvantia niet zal leiden tot een hoger ongerief. 

 

DAP2 

-K: Er worden geen middelen gegeven om benauwdheid te verlichten. Kunnen de 

onderzoekers een humaan eindpunt definiëren waardoor het ernstig ongerief wordt 

voorkomen? 

Antwoord: Er is gekozen om geen middelen toe te dienen om de benauwdheid te voorkomen 

omdat dit mogelijk effect kan hebben op de infectie en daardoor op de te verkrijgen 

resultaten. De benauwdheid die kan optreden is een gevolg van ontsteking, wat gepaard gaat 

met symptomen zoals gewichtsverlies, verslechterde vachtverzorging, gebogen rug, 

verlaagde lichaamstemperatuur en verminderde mobiliteit. Zodra deze criteria worden 

waargenomen, zal de desbetreffende muis uit het experiment genomen worden, zoals ook 

beschreven onder ‘J. Humane endpoints’. Ernstig ongerief wordt voorkomen door middel van 

evaluatie van de temperatuur, gewichtsverlies en gedrag van de muizen. 

Naar aanleiding hiervan is uit de NTS verwijderd dat <10% van de muizen ernstig ongerief zal 

ervaren, aangezien dit voorkomen zal worden. 

 

Niet-technische samenvatting: 

-3.5: Het percentage dieren dat ernstig ongerief zal ondergaan is niet vermeld. 

Antwoord: Er wordt geen ernstig ongerief meer verwacht (zie antwoord op de vorige vraag). 

 

-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: Het wetenschappelijk belang van dit project is in meer detail toegelicht onder 

paragraaf 3.1 en 3.2 van de NTS, zoals dit eerder is aangepast in de project proposal. 

 

- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag. 

 

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

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling) 

 

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

2. De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag. 

3. De DEC is competent om hierover te adviseren. 

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

onpartijdigheid zijn gewaarborgd. 

C. Beoordeling (inhoud) 

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

opzet komt het best overeen met voorbeeld 1 uit de handreiking ‘Wat is een project’. Het is niet 

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

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

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

daardoor van overtuigd dat de aanvrager gedurende het project op zorgvuldige wijze besluiten 

zal nemen over de voortgang van het project en er niet onnodig dieren gebruikt zullen worden. 

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

samenhang heeft. 

 

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

experimenten in de weg zou kunnen staan.  

 

3. De in de aanvraag aangekruiste doelcategorieën zijn in overeenstemming met de 

hoofddoelstelling.  

Belangen en waarden 

 

4. Het directe doel van het project is het ontwikkelen van vaccinatiestrategieën die resulteren in 

optimale bescherming tegen Streptococcus pneumoniae in muismodellen. Het uiteindelijke doel 

is te komen tot betere bescherming tegen S. pneumoniae in de bevolking. De aanvrager zal het 

effect van verschillende toedieningroutes (mucosaal en parenteraal) en van verschillende 

vaccinatieprotocollen met ‘deeltjesvaccins’ op lokale en systemische immuniteit onderzoeken bij 

muizen met behulp van enkele (model) Pneumococcus antigenen. Het is aannemelijk dat de 

inzichten uit dit onderzoek zullen bijdragen aan de ontwikkeling van effectievere 

vaccinatiestrategieën voor S pneumoniae bij mensen. 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. De aanvrager heeft duidelijk gemaakt wat de status van het onderzoeksveld is 

en wat de bijdrage van dit project daaraan zal zijn. Uit de aanvraag blijkt dat de kennis van 

effectieve vaccinatiestrategieën met antigenen in deeltjesvorm op dit moment zeer beperkt is, 

dat deze kennis noodzakelijk is voor het ontwikkelen van optimale vaccinatiestrategieën tegen 

de meerderheid van de circulerende pneumokokken stammen, en dat er behoefte is aan 

effectievere vaccins die brede bescherming bieden tegen alle serotypen. Naar de mening van de 

DEC is het doel van deze projectaanvraag daarom gerechtvaardigd binnen de context van het 

onderzoeksveld. 

 

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

en de doelgroep/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 de bevolking/patiënten is dit onderzoek van belang, omdat het kan bijdragen aan het 

voorkomen van ziekte, hetgeen een verbetering van kwaliteit van leven betekent. Gerichte 

vaccinatie op basis van mechanistisch inzicht kan bijdragen aan een betere bescherming tegen S. 

pneumoniae. Dit kan er toe leiden dat minder mensen last hebben van ernstige infecties met S 
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pneumoniae. Met name in ontwikkelingslanden zal hierdoor het aantal kinderen dat sterft aan 

een longontsteking sterk kunnen dalen. Kunnen beschikken over adequate vaccinaties om 

ernstige ziekten te voorkomen 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.  

 

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. 

De meeste proeven worden gedaan met een mild infectiemodel, waarin het ongerief voor de 

dieren licht is. Om te onderzoeken of de meest veelbelovende vaccinatiestrategieën bescherming 

bieden tegen longontsteking wordt een model gehanteerd waarin longontsteking ontstaat. Door 

frequente controles en het zorgvuldig toepassen van humane eindpunten wordt ernstig ongerief 

voor deze dieren voorkomen, waardoor het ongerief voor de dieren beperkt blijft tot matig. 

 

12. De integriteit van dieren wordt in beperkte mate aangetast door deze experimenten. De 

challenge experimenten waarin wordt onderzocht of de vaccinatiestrategieën bescherming 

bieden tegen longontsteking, veroorzaken in de eerste plaats ziekte en ongerief bij een deel van 

de dieren, maar ook hun gedrag en zelfredzaamheid worden daardoor onvermijdelijk beïnvloed. 
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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 ervaring ingeschat. De commissie is het eens met deze inschatting en de 

gehanteerde humane eindpunten. De humane eindpunten worden toegepast om ernstig 

ongerief voor de dieren te vermijden. 

 

3V’s 

 

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

vervangingsalternatieven zijn. De onderdelen van het project die in vitro bestudeerd kunnen 

worden zijn al uitgevoerd. Voor het beantwoorden van de resterende onderzoeksvragen zijn 

dierproeven noodzakelijk. Het effect van vaccinatiestrategieën kan niet goed zonder proefdieren 

onderzocht worden, omdat meerdere organen en celtypen betrokken zijn bij de werking van het 

immuunsysteem.  

 

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. Door de stapsgewijze 

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

vervolgexperimenten wordt onnodig gebruik van proefdieren voorkomen. 

 

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

mogelijk gebruiken de onderzoekers een mild infectiemodel waarbij de dieren niet ziek worden. 

Wanneer het effect van vaccinatie op longontsteking wordt bestudeerd, wordt het laatste 

meetpunt zodanig gekozen dat de dieren nog niet ernstig ziek zijn. De DEC is ervan overtuigd dat 

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

worden uitgevoerd.  

17. Het betreft geen wettelijk vereist onderzoek. 

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 

 

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

hiervoor de volgende onderbouwing: “In de literatuur zijn sexe-gerelateerde verschillen in 

vatbaarheid voor infecties met pneumokokken beschreven. Gebruik van beide sexen leidt dus tot 

grotere spreiding in de resultaten, waardoor er meer dieren nodig zijn om een bepaalde 

effectgrootte te kunnen aantonen.” De aanvrager laat op basis van een realistische aanname 

over de toename van de spreiding zien, dat het om een zeer groot aantal extra dieren gaat. De 

onderzoekers geven de voorkeur aan vrouwelijke dieren omdat deze makkelijker in groepen 

gehouden kunnen worden. Individuele huisvesting van mannelijke dieren die niet in groepen 

gehouden kunnen worden geeft extra ongerief voor deze dieren. 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 of 

vrouwelijke dieren uit te voeren. Zij is het eens met de keuze voor vrouwelijke dieren. 

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

verschillende weefsels te kunnen onderzoeken voor het beantwoorden van bepaalde 

onderzoeksvragen. De gebruikte dodingsmethode staat vermeld in bijlage IV van richtlijn 
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2010/63/EU. 

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

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

NTS 

 

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

geformuleerd. 

D. Ethische afweging 

 

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

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

 

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

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

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

beperken. 

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

hun gezondheid en kwaliteit van leven. De DEC kent daar veel gewicht aan toe om de volgende 

redenen. Pneumokokken kunnen ernstige infecties veroorzaken zoals longontsteking, meningitis, 

bloedvergiftiging en middenoorontsteking. Met name jonge kinderen, ouderen en mensen met 

verminderde afweer kunnen hier zeer ziek van worden of zelfs overlijden. In ontwikkelingslanden 

is longontsteking – meestal veroorzaakt door een infectie met pneumokokken - doodsoorzaak 

nummer één van kinderen onder de vijf jaar. De huidige vaccins tegen deze ziekteverwekker 

geven geen bescherming tegen alle serotypen, waardoor er steeds een herleving is van 

pathogene serotypes. De ontwikkeling van een effectief vaccin dat brede bescherming biedt, zal 

resulteren in minder ziekte en sterfte door pneumokokken. Bovendien zullen de resultaten van 

dit onderzoek ook gebruikt kunnen worden voor de ontwikkeling van vaccins tegen andere 

ziekteverwekkers. Het is aannemelijk dat de doelstellingen op termijn behaald zullen worden. De 

commissie acht het ontwikkelen van effectievere vaccins tegen pneumokokken  van substantieel 

belang. 

 

3.  De DEC is overtuigd van het belang van de doelstellingen: het ontwikkelen van 

vaccinatiestrategieën die resulteren in optimale bescherming tegen Streptococcus pneumoniae in 

muismodellen. Het uiteindelijke doel daarvan is te komen tot betere bescherming tegen S. 

pneumoniae in de bevolking. De DEC is van mening dat de belangen van de bevolking/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. 
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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 

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. 

 



12.













Inventaris Wob-verzoek W17-09

wordt verstrekt weigeringsgronden

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

NTS2017924

1 Aanvraagformulier x x x

2 Projectvoorstel oud x x x

3 Niet-technische samenvatting oud x

4 Bijlage beschrijving dierproeven 1 oud x x x

5 Bijlage beschrijving dierproeven 2 oud x x x

6 Bijlage beschrijving dierproeven 3 oud x x x

7 Bijlage beschrijving dierproeven 4 oud x x x

8 DEC-advies x x x

9 Ontvangstbevestiging x x x

10 Verzoek aanvulling aanvraag x x x

11 Reactie verzoek aanvulling x x x

12 Projectvoorstel nieuw x x x

13 Bijlage beschrijving dierproeven 1 nieuw x x x

14 Bijlage beschrijving dierproeven 2 nieuw x x x

15 Bijlage beschrijving dierproeven 3 nieuw x x x

16 Bijlage beschrijving dierproeven 4 nieuw x x x

17 Niet-technische samenvatting nieuw x

18 Advies CCD x x

19 Beschikking en vergunning x x x
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             1 Algemene gegevens  
 
1.1 Vul uw deelnemernummer 

van de NVWA in. 
 
 

10700 
 
 

1.2 Vul de naam van de 
instelling of organisatie in. 

Universiteit Maastricht 
 
    1.3 Vul de titel van het project 

in.  
Niet-coderende RNA moleculen en het metabole syndroom: rol in 
ontsteking, insuline resistentie en hartfalen 

 
 

 

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. 
 
1. Geef in geval van ‘wettelijk vereiste dierproeven’ aan welke wettelijke eisen (in relatie tot beoogd 

gebruik en markttoelating) van toepassing zijn. 
2. Geef in geval van ‘routinematige productie’ aan welk(e) product(en) het betreft en voor welke 

toepassing(en). 
3. 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 
 
1. Dit format gebruikt u om uw projectvoorstel van de 

dierproeven te schrijven 
2. Bij dit format hoort de bijlage Beschrijving dierproeven. Per 

type dierproef moet u deze bijlage toevoegen. 
3. Meer informatie over het projectvoorstel vindt u op de 

website www.centralecommissiedierproeven.nl. 
4. Of neem telefonisch contact op. (0900-2800028). 
 

2.



 

 

Metabool hartfalen, een complex ziektebeeld 
Metabool hartfalen 

Hartfalen met een behouden ejectie fractie, ook wel HFpEF en metabool hartfalen genoemd, is een 
groeiend klinisch en maatschappelijk probleem dat voortvloeit uit de risicofactoren horend bij een 
moderne levensstijl, samenvattend het metabole syndroom. Een kwart van de wereldpopulatie lijdt aan 
het metabole syndroom, waarbij de meerderheid een combinatie heeft van type 2 diabetes, obesitas en 
hypertensie, ook wel “diabesotensie” genoemd (Sharabi 2012). De 5 pathofysiologische processen die 

ten grondslag liggen aan de morbiditeit en mortaliteit van het metabole syndroom zijn 1) 
microvasculaire (endotheel) dysfunctie, 2) ontsteking, 3) cardiomyocyt hypertrofie, 4) 
metabole veranderingen in cardiomyocyten en ontstekingscellen ten gevolge van o.m. insuline 
resistentie en hypertensie, en eindorgaanschade met 5) bindweefselafzetting/fibrose in bijvoorbeeld 
het hart (Aroor 2013, Schroen 2012). Deze 5 pathofysiologische processen leiden uiteindelijk tot 
hartfalen, waarbij er hoofdzakelijk hartfalen met behouden ejectiefractie (HFpEF) ofwel “metabool 

hartfalen” wordt gezien (Paulus 2013). Een van de belangrijkste kenmerken van HFpEF is diastolische 
dysfunctie, oftewel een stijf hart dat moeilijk ontspant (Paulus 2013).  
 
Immuunsysteem  
In welke mate het immuunsysteem en externe pathogenen bijdragen aan hartfalen al dan niet in 
combinatie met bovenstaande risicofactoren is nog onbekend.  

 
 

  
Ook is de overleving en hartfunctiebehoud na een myocardinfarct steeds beter door betere en snellere 
behandelingen. Echter, de 5 pathofysiologische processen van HFpEF spelen in het hart na het overleven 
van een myocardinfarct ook een centrale rol, en ook hier is het onbekend wat de interactie is tussen het 
geactiveerde immuunsysteem na een myocardinfarct en de aanwezigheid van diabesotensie. Zowel de 
infectie met relatief onschuldige virussen als het overleven van een myocardinfarct kunnen als 
additionele risicofactoren voor hartfalen worden beschouwd, waarbij immuunactivatie mogelijk een 
belangrijke rol speelt.  
 
Helaas kan de cardioloog een patiënt met HFpEF – in tegenstelling tot iemand met hartfalen met 
verlaagde ejectiefractie – geen effectief geneesmiddel aanbieden, waardoor de levenskwaliteit van HFpEF 
patiënten sterk verlaagd wordt en de mortaliteit wereldwijd exponentieel toeneemt met de groeiende 
obese en oudere populatie (Nanayakkara S 2015, Horgan 2014). Om een betere behandeling van HFpEF 
mogelijk te maken is er kennis nodig van de onderliggende pathofysiologische en moleculaire processen, 
waaronder de (relatieve) bijdragen en interacties van bovengenoemde 5 processen in de diverse organen 
en systemen die aangedaan zijn tijdens het metabole syndroom, zoals hart, lever, nieren, longen, het 
zenuwstelsel, het vetweefsel, de pancreas en de skeletspieren.  
 
Huidige stand van zaken 

Het is bekend dat de 5 pathofysiologische processen die hierboven beschreven staan, allen bijdragen aan 
de ontwikkeling van HFpEF. Echter, de (combinatie van) risicofactoren die bijdragen aan de ziekte 
verschillen per patiënt. Het falen van de vele klinische trials waarbij HFpEF als 1 ziekte werd beschouwd 
(Nanayakkara 2015), onderstreept het belang van patiënten stratificatie om te komen tot effectieve 
behandelwijzen met “therapie-op-maat”. De cardioloog heeft te maken met 2 problemen: 1) wat is de 
impact van de diverse risicofactoren en hiermee gepaard gaande pathofysiologische processen op het 
ziekteverloop in HFpEF patiënten?, en 2) welke therapie-op-maat kan worden aangeboden? Er is grote 
behoefte aan nieuwe therapeutische targets, die er alleen kunnen komen als er meer inzicht komt in de 
onderliggende mechanismen (Nanayakkara 2015). Dit project heeft als doel meer inzicht te verkrijgen in 
de moleculaire processen betrokken bij de pathofysiologische mechanismen van HFpEF en daarmee 
nieuwe therapautische targets te identificeren. Onze groep maakt zich daarnaast sterk om de HFpEF 
patientenpopulatie te helpen stratificeren in samenwerking met cardiologen, radiologen en fysiologen.  
 
Schematisch  

Diabesotensie/ metabool syndroom ± immuunactivatie >>> pathofysiologische mechanismen (in 



 

 

willekeurige volgorde: cardiale microvasculaire dysfunctie, ontsteking, cardiomyocyt hypertrofie, 
metabole veranderingen in cardiomyocyten en ontstekingscellen, en bindweefselvorming) >>> 
HFpEF/metabool hartfalen 
 
Niet-coderende RNA moleculen spelen belangrijke rollen in pathofysiologische processen  
De helft van het zoogdierengenoom bestaat uit niet-eiwit-coderende genen. De hieruit voortkomende 
niet-coderende RNA moleculen, waaronder microRNAs en “long non-coding RNAs” (lncRNAs), spelen een 

rol in alle (patho)biologische processen, ook in processen die leiden tot hartfalen  
 

 
 

Echter, de rol van niet-coderende RNA moleculen,  in de 5 
pathofysiologische processen die ten grondslag liggen aan HFpEF is grotendeels onbekend. Om te komen 
tot nieuwe inzichten in de moleculaire processen betrokken bij de pathofysiologische mechanismen van 
HFpEF en de identificatie van nieuwe therapeutische targets, zal dit project zich daarom richten op de rol 
van niet-coderende RNA moleculen. 
 
Translationeel potentieel: 
Niet-coderende RNA moleculen vormen een even grote groep genen als de eiwit-coderende genen. Niet-
coderende RNA moleculen zijn relatief makkelijk te remmen met specifieke medicijnen (bvb 
“antagomirs”), waarvoor de eerste klinische trials al lopen. Het feit in aanmerking nemend dat voor de 
grote en groeiende groep HFpEF patiënten nog geen therapie beschikbaar is, biedt het exploreren van de 
rol en mogelijkheden van deze grote groep genen een ongekend therapeutisch potentieel.  
 
Relevante referenties: 
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- Paulus WJ, Tschöpe C. A novel paradigm for heart failure with preserved ejection fraction: comorbidities 
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- Nanayakkara S, Kaye DM. Management of Heart Failure With Preserved Ejection Fraction: A Review. 
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- Horgan S et al. Murine Models of Diastolic Dysfunction and Heart Failure With Preserved Ejection 

Fraction. Journal of Cardiac Failure. 2014 Dec;20(12):984-95 
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3.2 Doel  

 Beschrijf de algemene doelstelling en haalbaarheid van het project. 
 
4. 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?  
5. In geval het een ander dan een onderzoeksdoel betreft: in welke concrete behoefte voorziet dit 

project? 
 Het doel van het project is om de rol van niet-coderende RNA moleculen in hartweefselfalen te 
onderzoeken in cel- en muizenmodellen van diabetes, obesitas en/of hypertensie 
(diabesotensie/metabool syndroom). Niet-coderende RNA moleculen kunnen buiten het hart ook 
processen in het lichaam beinvloeden die tot hartfalen leiden, zoals de functie van de perifere vaten. 
 
De wetenschappelijke hypotheses die in dit PV worden getoetst zijn:  
Niet-coderende RNA moleculen dragen bij aan de ontwikkeling van hartfalen ten gevolge van het 
metabole syndroom door 

1) en 2) Het reguleren van cardiomyocyt functie, waaronder 1) hypertrofie (celgroei) en 2) 
cel metabolisme, tijdens diabetes, obesitas, hypertensie, en/of virale aanwezigheid; 
3) Het reguleren van microvasculaire functie tijdens diabetes, obesitas, hypertensie, en/of 
virale aanwezigheid; 
4) Het reguleren van ontstekingsresponsen tijdens diabetes, obesitas, hypertensie, en/of 
virale aanwezigheid;  
5) Het reguleren van bindweefselvorming in het hart tijdens diabetes, obesitas, hypertensie, 
en/of virale aanwezigheid. 

 



 

 

Samenhang tussen hypothesen a-d 
De 5 pathofysiologische processen die ten grondslag liggen aan de ontwikkeling van hartfalen, en die 
worden aangeschakeld door de risicofactoren horend bij het metabole syndroom, beïnvloeden elkaar. 
Microvasculaire dysfunctie en ontsteking hebben een wisselwerking op elkaar; het door het metabole 
syndroom geactiveerde endotheel trekt ontstekingscellen aan, en op zijn beurt verhoogt ontsteking de 
permeabiliteit van de vaten. Tegelijkertijd verlaagt microvasculaire dysfunctie de toevoer van 
voedingsstoffen en zuurstof naar de cardiomyocyt, leidend tot cardiomyocyt dysfunctie. Cardiomyocyt 
dysfunctie en onsteking worden verergerd door verhoogde activatie van het renine-angiotensine-
aldosteron systeem en het veranderde aanbod van circulerende suikers en vetzuren tijdens 
diabesotensie, en leiden tot apoptose van diverse celtypen en bindweefselvorming. 
 
De haalbaarheid van het project wordt ondersteund door: 

a. De beschikbaarheid van diverse cel- en muizenmodellen van hartfalen binnen het instituut. 
b. De toegang tot fenotyperingsapparatuur en –expertise binnen het instituut, alsook de gevestigde 

moleculaire infrastructuur. 
c. De moleculaire en pathofysiologische achtergrond van de PI  

  
De beschikking over subsidiegelden van de PI die aan het doel van dit project besteed dienen te worden, 
en de expertise van de PI met diermodellen. 

 
3.3 Belang  

 Beschrijf het wetenschappelijk en/of maatschappelijk belang van de hierboven beschreven 
doelstelling(en). 
 Hartfalen is een progressieve en ernstig invaliderende aandoening met een slechte prognose waarvoor 
geen therapie beschikbaar is anders dan symptoombestrijding. Volgens statistieken van de Nederlandse 
Hartstichting en het RIVM leven er in Nederland zo’n 200.000 mensen met hartfalen, waarvan de helft 
HFpEF heeft. De helft van de patiënten overlijdt binnen 5 jaar na diagnose, waarbij er voor de HFpEF 
populatie geen effectieve behandeling voorhanden is. Risicofactoren voor de ontwikkeling van HFpEF zijn 
hoge bloeddruk, (pre-)diabetes en obesitas. Veel patiënten hebben een combinatie van deze 
risicofactoren (diabesotensie), maar zelden worden de risicofactoren tezamen bestudeerd. Tevens is over 
de progressie van prediabetes naar vergevorderd diabetes niet veel bekend, daarom worden modellen 
bestudeerd. Deze fundamentele en translationele studie zal bijdragen aan de opheldering van de 
mechanismen die leiden tot HFpEF, door de combinatie van hoge bloeddruk, (pre-)diabetes en obesitas 
als uitgangspunt te nemen, en de rol van niet-coderende RNA moleculen te bestuderen die in deze 
condities geïmpliceerd zijn. Op termijn hopen we met de vergaarde kennis te helpen voorkomen dat 
mensen hartfalen ontwikkelen danwel hieraan overlijden. Dit is zowel sociaal als economisch van grote 
maatschappelijke relevantie. 

 
3.4 Onderzoeksstrategie 

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

 
1) Kandidaatgenen 
Uit diverse reeds gecompleteerde screens voor identificatie van niet-coderende RNA moleculen betrokken 
bij processen die hartfalen beïnvloeden, zijn kandidaat moleculen voor in vivo bestudering geselecteerd:  

· in vitro screen van 194 microRNAs, waarbij deze tot overexpressie zijn gebracht in 
cardiomyocyten, bindweefselcellen en ontstekingscellen  De readouts 



 

 

van de respons van de cellen op de verhoogde expressie van de microRNAs zijn gerelateerd aan 
aspecten van de ontwikkeling van hartfalen, respectievelijk celgroei, bindweefselvorming en 
ontstekingsrespons.  

· Microarray resultaten van niet-coderende RNA moleculen, waaronder microRNAs en “long non-
coding RNAs”, in humane hartbiopten van mensen met hartfalen (waaronder HFpEF 
(ongepubliceerd) en viraal hartfalen  en gezondere controles. 

· Deep sequencing resultaten (ongepubliceerd) die expressie tonen van niet-coderende RNA 
moleculen, waaronder microRNAs en “long non-coding RNAs”, in een ratten model van HFpEF.  

· Microarray resultaten van niet-coderende RNA moleculen, waaronder microRNAs en “long non-
coding RNAs”, in muizenmodellen van hartfalen (TAC, Angiotensine II en viraal hartfalen, zie 
bijvoorbeeld  

We beschikken op dit moment over een lijst van 60 kandidaatgenen die afkomstig zijn uit deze 
bestaande datasets. Voor deze eerste stap van het onderzoek zijn derhalve geen dierproeven nodig. 
Deze 60 kandidaatgenen zullen in stap 2) in vitro gevalideerd worden. 
 
2) Validatie in historische samples en in in vitro modellen 
Geselecteerde niet-coderende RNA kandidaten zullen gevalideerd worden in  

a) reeds verzamelde monsters van muizenharten, rattenharten en humane hartbiopten middels  
a. expressie-analyses 
b. geoptimaliseerde histologische en in vitro technieken (zie bvb  ter 

bepaling van de bron van expressie (celtype)  
Voor deze stap wordt gebruik gemaakt van historische monsters en zijn geen proefdieren 
nodig.  

b) de geïdentificeerde cellen van oorsprong ter bepaling van de moleculaire processen waarbij deze 
kandidaten betrokken zijn. Hiertoe worden cellen geisoleerd uit proefdieren.  

 
De te bestuderen moleculaire processen betrokken bij de ontwikkeling van hartfalen/HFpEF en 
gerelateerd aan de 5 beschreven pathofysiologische processen zijn: 

1. hypertrofie van cardiomyocyten 
2. cardiomyocyt metabolisme 
3. endotheelcel proliferatie en functie  
4. ontstekingsparameters in elk cardiaal celtype, met name cardiomyocyten, endotheel- en 

ontstekingscellen 
5. bindweefselvorming door fibroblasten 

 
De bron van de te gebruiken cellen is deels cellijnen (cardiomyocyten, endotheelcellen, fibroblasten, 
ontstekingscellen), maar gezien de grote gevolgen van immortalisatie van deze cellen op hun 
metabolisme en groei in deze cellen (zie bvb Monge et al. Can J Physiol Pharmacol. 2009 Apr;87(4):318-
26. Comparative analysis of the bioenergetics of adult cardiomyocytes and nonbeating HL-1 cells: 
respiratory chain activities, glycolytic enzyme profiles, and metabolic fluxes) – processen die tijdens 
hartfalen een primaire rol spelen - is het van belang de processen ook in de volgende primaire cellen te 
bestuderen: 

· Neonatale rat cardiomyocyten > bestudering van celgroei (oorprong: wild type) 
· Adulte rat cardiomyocyten  > bestudering van metabolisme (oorsprong: wild type op controle 

dieet of hoog vet dieet) 
· Neonatale rat cardiale fibroblast > bestudering van bindweefselvorming (oorspong: wild type) 
· Beenmergcellen geïsoleerd uit de muis die in vitro worden gedifferentieerd tot macrofaag > 

bestudering van ontstekingsrespons (oorspong: wild type en transgene muizen) 
 
NB. Het gebruik van neonatale cellen voor de bestudering van “volwassen” hartfalen processen 
heeft voor- en nadelen. Voordeel is dat hartfalen in feite deels een herprogrammering van 
cardiomyocyten is richting neonatale genexpressie, wat dit model zeer representatief maakt. Aan 
de andere kant zijn deze cellen nooit volwassen geweest, dus ondergaan geen 
herprogrammering. Neonatale hartspiercellen zijn door hun relatieve toegankelijkheid (gemak 
van isolatie) en gemak om mee te kweken het meest gebruikte en geaccepteerde in vitro model 



 

 

van hypertrofie en hartfalen (Louch et al. J Mol Cell Cardiol. 2011 Sep; 51(3): 288–298). 
 

We schatten in zo’n 20 kandidaatgenen te kiezen naar aanleiding van resultaten uit bovenstaande in 

vitro exprimenten, om deze in stap 3) in vivo te bestuderen. Dit aantal is een schatting gebasserd op 1) 
ervaring met het valideren van grootschalige genexpressie data, die in de praktijk in ±70% van de genen 
worden bevestigd, 2) het daarop volgende uitgebreide literatuuronderzoek om uit te sluiten dat de rol 
van een kandidaatgen al door andere onderzoekers wordt onderzocht, en 3) onze ervaring met het pre-
valideren van de functies van kandidaatgenen middels in vitro celexperimenten, waaruit blijkt dat een 
klein deel van de kandidaatgenen geen actieve rol spelen in hartfalen processen. 
 
3) Onderzoek in diermodellen 
Voor kandidaatgenen die de validatiestap hebben doorstaan zal de rol, waaronder de causale 
betrokkenheid, in de in punt 3.4.2 voorgestelde dierenmodellen van metabool syndroom en hartfalen 
worden onderzocht. In deze dierenmodellen zullen niet-coderende RNA moleculen gemanipuleerd worden 
middels remmende oligo’s (antimiRs voor microRNAs en gapmers voor long non-coding RNAs), 
overexpressie met behulp van virale vectoren of mimics of door gebruik van transgene modellen (bvb 

 De diermodellen zullen in punt 3.4.2 in meer detail worden beschreven. Het besluit 
voor het soort diermodel wordt genomen o.b.v. de directe betrokkenheid van het kandidaatgen bij 
minimaal een van de 5 pathofysiologische processen, zoals beschreven in 3.4.3 (zie ook schematische 
weergave van de keuzemomenten bij punt 3.4.3). Bij een multifactoriële aandoening als HFpEF is het 
bijvoorbeeld mogelijk dat een kandidaatgen direct 1 pathofysiologisch proces beïnvloedt en indirect 
(meerdere) andere.  
 
4) Valorisatie 
De resultaten zullen in internationale peer-reviewed wetenschappelijke tijdschriften worden gepubliceerd. 
Er zal bekeken worden hoe de data in een patent verwerkt kunnen worden. Omdat de geselecteerde 
targets obv hun expressiepatroon ook een rol lijken te spelen in humaan hartfalen, kan snel de stap 
worden gezet richting klinische translatie, waarbij de korte lijnen met de kliniek aangesproken zullen 
worden. In samenwerking met partners van de farmaceutische industrie zullen therapeutische targets in 
een groter proefdiermodel van hartfalen worden onderzocht, als eerste stap richting klinische toepassing. 
 
 
 3.4.2 Geef een overzicht op hoofdlijnen van de verschillende onderdelen van het project en de daarbij 
gebruikte type(n) dierproef of dierproeven. 
 Onderstaande diermodellen (Tabel 1) zijn gekozen obv hun relevantie voor het bestuderen van hartfalen 
ten gevolge van het metabole syndroom of de individuele componenten vallend onder het metabole 
syndroom; diabetes, obesitas, hypertensie en virale aanwezigheid (Horgan 2014;  Elk 
diermodel zal een bijdrage leveren aan het begrip van de onderliggende pathofysiologische mechanismen 
die tot hartfalen/HFpEF leiden, dus cardiomyocyt dysfunctie, cardiale microvasculaire dysfunctie, 
ontsteking, insuline resistentie en bindweefselvorming. De 20 niet-coderende RNA moleculen die in 
diermodellen zullen worden onderzocht voor hun causale bijdrage aan HFpEF zullen in 1 of meerdere 
(maximaal 5) van onderstaande diermodellen worden bestudeerd. Literatuur ondersteunt het combineren 
van verschillende diermodellen om te komen tot zinvolle translationele bevindingen (Horgan 2014). De 
keuze van het diermodel wordt bepaald door de resultaten van de in vitro studies uit stap 2 van de 
beschreven strategie (3.4.1). Omdat NSAID’s en opioiden interfereren met ontsteking, zal in geval dat 
ontsteking een primaire uitkomstmaat is, afgeweken worden van de GV SOLAS richtlijnen voor 
pijnbestrijding en geen analgesie toegepast worden. In dat geval worden de humane eindpunten nog 
scherper omlijnd. 
 
Tabel 1.  



 

 

* hoog vet dieet veroorzaakt pre-diabetes. 
**Hoewel TAC een acuut model van drukoverbelasting is, in tegenstelling tot een meer progressief 
verloop in mensen, reproduceert het model meerdere pathofysiologische processen die ook in de mens 
plaatsvinden, inclusief hypertrofie en diastolische dysfunctie (Monnet et al. Ann Thorac Surg 2005; 
Horgan et al. Journal of Cardiac Failure 2014; Respress et al. Circ Res 2012). 
***Phenylephrine wordt gebruikt als model voor acute drukoverbelasting, voor het aanschakelen van 
immediate early genes en signaleringspaden in cardiomyocyten (Bueno et al. Circ Res 2001;88:88-96). 
 
 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. 
 Algemene doelstelling  
De algemene doelstelling van het project is nieuwe therapeutische targets te vinden voor de behandeling 
van HFpEF. Als strategie is gekozen allereerst kandidaatgenen die uit bestaande datasets komen te 
manipuleren in relevante celmodellen in vitro. Op basis van de rol die dan gevonden wordt voor een 
bepaald kandidaatgen, wordt een keuze gemaakt voor het in vivo muizenmodel: AngII infusie of TAC, 
eventueel in combinatie met hoog vet dieet (als de kandidaat ook een rol heeft in metabolisme), of CVB3 
infectie. Als uit een eerste in vivo experiment blijkt dat het kandidaatgen een rol heeft in pre-diabetes 
(AngII/TAC en hoog vet dieet), wordt een tweede in vivo experiment uitgevoerd met een ander 
muizenmodel van diabesotensie dat een meer gevorderd stadium van diabetes onderzoekt: diabete db-/- 
muizen in combinatie met drukoverbelasting door AngII infusie of TAC.  
 
Samenhang tussen onderdelen 
De samenhang tussen de beschreven dierproeven wordt bepaald door de samenhang tussen de 5 
pathofysiologische processen die ten grondslag liggen aan hartfalen. Deze 5 processen vinden altijd in 
combinatie met elkaar plaats tijdens de ontwikkeling van hartfalen. Echter, hun individuele bijdrage 



 

 

verschilt afhankelijk van de betrokken risicofactoren. Bijvoorbeeld, bij enkel hypertensie als onderlegger 
zijn er relatief minder metabole veranderingen in het hart, en bij enkel diabetes of obesitas is er relatief 
minder cardiomyocyt hypertrofie en bindweefselvorming in het hart. In aanwezigheid van een virus of na 
een myocardinfarct zal de ontstekingsrespons het sterkst zijn. Het manipuleren van kandidaatgenen die 
op 1 of meer van de 5 processen aangrijpen, maakt het mogelijk de mate van causale betrokkenheid bij 
hartfalen van deze processen in kaart te brengen, en maakt het tegelijkertijd mogelijk om nieuwe 
therapeutische targets te identificeren. Om die reden zal voor elk kandidaatgen eerst de betrokkenheid 
bij de 5 processen in kaart worden gebracht middels in vitro experimenten die de 5 processen artificieel 
uit elkaar trekken, en vervolgens zal op basis van de resultaten een in vivo model gekozen worden dat 
de gevonden betrokken processen het best representeert (Tabel 2).  
 
Tabel 2.  

 

 
 
Keuzemomenten en go/no-go momenten: 

1) Validatie van de expressie van kandidaatgenen in historische samples: van 60 naar 20 
kandidaatgenen. Van deze 20 gekozen kandidaatgenen worden in deze stap het celtype/bron van 
expressie bepaald, zodat in vitro validatie experimenten in stap 2 gericht op relevante celtypen 
kunnen worden opgezet.  
In deze eerste stap, die enkel gebruik maakt van historische samples, komen we dus tot 20 
kandidaatgenen voor bestudering in nieuwe proefdierexperimenten. 
 

2) validatie in in vitro modellen middels manipulatie van de individuele kandidaatgenen in hun 
celtype van oorsprong: wordt er een rol gevonden van het kandidaatgen in cellulaire readouts 
van een van de 5 pathofysiologische processen betrokken bij hartfalen? Hierbij wordt gebruik 
gemaakt van zowel cellen uit neonatale dieren, die met name celgroei reflecteren, als cellen uit 
adulte dieren, die celmetabolisme en productie van bvb bindweefsel reflecteren. 
- Go/no-go moment: - 
Ja > verfijning van hypothese en verder met stap 3.  

- Kandidaatgenen die een rol hebben in cardiomyocyt en/of microvasculaire dysfunctie 
zullen in stap 3 worden onderzocht in een muismodel van drukoverbelasting, 
cardiomyocyt en microvasculaire dysfunctie door TAC, al dan niet in combinatie met 
hoog vet dieet. 

- Kandidaatgenen die een rol hebben in fibrose en/of ontsteking zullen in stap 3 
worden onderzocht in muismodellen van drukoverbelasting, fibrose en ontsteking 
door AngII, al dan niet in combi met hoog vet dieet.  

Nee > stop. 
 

 

3) validatie in in vivo model: heeft het kandidaatgen een rol in hartfalen? Hiertoe zal het 



 

 

kandidaatgen in een diermodel van hartfalen worden gemanipuleerd, al dan niet in combinatie 
met hoog vet dieet. Keuze van diermodel(len) wordt bepaald door de verfijnde hypothese uit 
stap 2. Wordt er een rol gevonden van het kandidaatgen in de ontwikkeling van hartfalen/HFpEF?  
- Go/no-go moment: - 
Ja > verfijning van de hypothese en nieuw dierexperiment met andere oorzaak leidend tot 
hartfalen. De verwachting is dat de meeste kandidaatgenen (16 van de 20) een rol blijken te 
hebben in hartfalen; uit onze ervaring blijkt dat de in vitro validatie stap een optimale keuze van 
kandidaatgenen mogelijk maakt. 
Nee > stop. 

 
4) Tweede validatiestap in in vivo model(len): heeft het kandidaatgen een rol in een ander model 

van hartfalen, en welke? In deze stap zullen we de rol van het kandidaatgen in een ander model 
van hartfalen bepalen, alsook inzoomen op het celtype waarin het kandidaatgen een rol speelt, 
en de vroege kandidaatgen-afhankelijke processen die betrokken zijn tijdens de ontwikkeling van 
hartfalen. 
 

5) Valorisatie: plannen van vervolgstappen om kandidaatgen richting therapeutische toepassing te 
sturen. Hieronder vallen patentering, samenwerking opstarten met farmaceutische industrie voor 
financiering van experimenten in grotere proefdieren, publicatie, en uiteindelijk klinische trials.  

 
 

Voorbeeld 1: uit stap 1) komt dat het kandidaatgen hoog tot expressie komt in hypertrofe harten en in 

historische cardiomyocytmonsters. In stap 2) zullen daarom neonatale rat cardiomyocyten gebruikt 

worden voor het bestuderen van celgroei responsen na manipulatie van het molecuul, en adulte rat 

cardiomyocyten voor het bepalen van metabole effecten na manipulatie van het kandidaatgen. Er zal 

gebruik worden gemaakt van adulte ratten die op een controle dieet hebben gestaan, of die zijn 

blootgesteld aan een hoog vet dieet. 

Uit stap 2) komt dat het molecuul een rol heeft in cardiomyocyt metabolisme. Daarom zal in stap 3) het 

molecuul worden gemanipuleerd in een pre-diabetes model van muizen met hoogvetdieet en 

drukoverbelasting door TAC. Aan het einde van het experiment zal de hartfunctie van het dier in kaart 

worden gebracht (een van de twee primaire uitkomstparameters, naast cardiomyocyt dysfunctie), 

waarna het geexplanteerde hart onderworpen wordt aan uitgebreide moleculaire, cellulaire en 

histologische analyses die voor muis zijn opgezet en een beeld zullen geven van de moleculaire 

processen waarin het kandidaatmolecuul een rol heeft.  

Als er een rol gevonden wordt voor het kandidaatgen in hartfalen, zal het kandidaatgen vervolgens in 

stap 4) op maximaal 4 manieren worden onderzocht: a) manipulatie in een tweede muizenmodel van 

diabesotensie, namelijk in drukoverbelaste db-/- muizen; b) herhaling van TAC met hoogvetdieet voor het 

isoleren van cellen uit het hart (een andere manier om de primaire uitkomstparameter, cardiomyocyt 

dysfunctie, te onderzoeken); c) korterdurend experiment met TAC en hoogvetdieet voor het bepalen van 

celresponsen (vroege cellulaire en moleculaire processen inclusief cardiomyocyt hypertrofie, 

cardiomyocyt metabolisme, ontstekingsrespons, endotheeldysfunctie) voorafgaand aan hartfalen; en d) 

acute PE injectie voor het bepalen van de “immediate early” responsen in het hart (een andere manier 

om de primaire uitkomstparameter, cardiomyocyt dysfunctie, te onderzoeken).  

 

Voorbeeld 2: uit stap 1) komt dat het kandidaatgen hoog tot expressie komt in virale myocarditis en in 

historische beenmergmacrofaag monsters. In stap 2) zullen daarom beenmergcellen gebruikt worden 

voor het bestuderen van inflammatoire responsen na manipulatie van het kandidaatgen.  

Uit stap 2) komt dat het kandidaatgen een rol heeft in macrofagen.  

 

 

 Daarom zal in stap 3) het gen worden gemanipuleerd in 

een model van drukoverbelasting door Angiotensine II met als primaire uitkomstparameter hartfunctie.  

Als er een rol wordt gevonden voor het kandidaatgen in hartfalen, zal het vervolgens in stap 4) op 

maximaal 5 manieren worden onderzocht: a) manipulatie in een tweede muizenmodel van diabesotensie, 

namelijk in drukoverbelaste db-/- muizen; b) herhaling van het eerdere AngII experiment voor het 



 

 

isoleren van cellen uit het hart (een manier om de andere primaire uitkomstparameter, cardiomyocyt 

dysfunctie, te onderzoeken); c) korterdurend experiment met AngII voor het bepalen van celresponsen 

(vroege cellulaire en moleculaire processen inclusief cardiomyocyt hypertrofie, cardiomyocyt 

metabolisme, ontstekingsrespons, endotheeldysfunctie) voorafgaand aan hartfalen; d) virale myocarditis 

door CVB3 infectie met hoogvetdieet voor de bestudering van de ontstekingsrespons onder pathogene en 

metabole condities (een manier om de andere primaire uitkomstparameter, ontsteking, te onderzoeken); 

en e) myocardinfarct met hoogvetdieet voor de bestudering van de ontstekingsrespons onder steriele 

pro-inflammatoire en metabole condities (een andere manier om de primaire uitkomstparameter, 

ontsteking, te onderzoeken).   

 
Keuzemomenten schematisch (besluitmodel): 
 

 3.4.4 Benoem de typen dierproeven. Vul per type dierproef een bijlage Beschrijving dierproeven in.  
 Volgnummer Type dierproef  
           1 Isolatie van neonatale rat cardiale myocyten en fibroblasten en adulte rat cardiale 

myocyten 
           2 Isolatie van beenmergcellen uit muizen 
           3 Angiotensine II of TAC of CVB3 of MI of PE en hoogvetdieet-behandeling als model van 

ontwikkeling van pre-diabetes in combinatie met hartfalen 
 4 Angiotensine II-behandeling of TAC in de transgene db-/-muis als model van metabool 

syndroom in combinatie met hartfalen 
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                                         1 Algemene gegevens  

1.1 Titel van het project 

 

 

Rol van nieuwe genen in de ontwikkeling van hartfalen 

  
1.2 Looptijd van het 

project 

5 jaar 

   1.3 Trefwoorden 

(maximaal 5) 
Overgewicht, suikerziekte, hart- en vaatziekten, ontsteking, nieuwe genen 

  
 

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) 

Overgewicht, suikerziekte en hoge bloeddruk komen vaak gelijktijdig voor, dit 

wordt ook wel “metabool syndroom” genoemd. Mensen met het metabole 

syndroom krijgen vaak hartfalen. Met de groeiende populatie ouderen, en de 

toename van het metabool syndroom bij deze groep, zal het aantal patiënten 

met hartfalen exponentieel stijgen. 

Hoewel hartfalen ten gevolge van een hartinfarct redelijk goed te behandelen 

is, kan de cardioloog patiënten met hartfalen ten gevolge van het metabole 

syndroom geen therapie bieden. Om die reden is er fundamenteel 

wetenschappelijk onderzoek nodig naar nieuwe therapieën. Het doel van het 

huidige onderzoek is de rol van nieuwe genen, hierna “kandidaatgenen” 

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 

   

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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genoemd, te onderzoeken in diermodellen van hartfalen ten gevolge van het 

metabole syndroom om zo de processen die hartfalen veroorzaken bij deze 

patiënten te ontrafelen. 

   
3.2 Welke opbrengsten 

worden van dit project 

verwacht en hoe dragen 

deze bij aan het 

wetenschappelijke en/of 

maatschappelijke 

belang? 

Wetenschappelijk belang:  

Verkrijgen van nieuwe fundamentele inzichten in processen die ten grondslag 

liggen aan de ontwikkeling van hartfalen. 

 

Maatschappelijk belang:  

Hartfalen is invaliderend voor de patiënt, belastend voor de familie, en gaat 

gepaard met hoge kosten voor gezondheidszorg en maatschappij. Met dit 

onderzoek kunnen nieuwe strategieën voor therapie bij hartfalen ontwikkeld 

worden, zodat deze patiënten beter behandeld kunnen worden en de 

negatieve aspecten worden verminderd. 

   

3.3 Welke diersoorten en 

geschatte aantallen 

zullen worden gebruikt? 

-192 moederratten 

-1920 pasgeboren ratten 

-720 volwassen ratten 

-18848 muizen 

   

3.4 Wat zijn bij dit project 

de verwachte negatieve 

gevolgen voor het 

welzijn van de 

proefdieren? 

De dieren zullen hartfalen ontwikkelen, soms in combinatie met overgewicht 

en suikerziekte. Het leven met deze aandoeningen is beperkend. Dieren 

kunnen last hebben van kortademigheid, futloosheid en een verminderde 

fysieke gezondheid. 

   

3.5 Hoe worden de 

dierproeven in het 

project ingedeeld naar 

de verwachte ernst? 

Ratten: 2832 (100%) 

1. terminaal experiment (geen handelingen): 1920 rattenpups, 600 

volwassen ratten (89%) 

2. ongerief is licht: 312 volwassen ratten (11%) 

 

Muizen: totaal 18848 (100%) 

1. terminaal experiment (geen handelingen): 288 (2%)  

3. ongerief is matig:  17920 (95%) 

4. ongerief is ernstig: 640 (3%) 

   
3.6 Wat is de bestemming 

van de dieren na afloop? 

Er wordt euthanasie gepleegd, waarna de organen uitgebreid geanalyseerd 

zullen worden.  

Uitzondering: voor moederdieren wordt waar mogelijk een nieuwe 

bestemming gevonden. 

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. 

Voordat een dierproef wordt uitgevoerd, toetsen we eerst de hypothese van 

betrokkenheid van kandidaatgenen bij hartfalen in weefsels van eerdere 

dierstudies, in cellijnen en in humane weefsels verkregen tijdens operaties. 

Als de hypothese standhoudt, zal een dierstudie gestart worden om vast te 

stellen of het kandidaatgen hartfalen veroorzaakt of ertegen beschermt. 

Dierstudies blijven nodig zolang er geen alternatieven bestaan die de 

complexe processen kunnen nabootsen die plaatsvinden bij patiënten met 

het metabole syndroom en bij de ontwikkeling van cardiovasculaire ziekte. 



   

4.2 Vermindering 

Leg uit hoe kan worden 

verzekerd dat een zo 

gering mogelijk aantal 

dieren wordt gebruikt. 

Onze jarenlange ervaring in het zoeken naar processen die ten grondslag 

liggen aan hartfalen maakt het mogelijk goed onderbouwde statistische 

berekeningen te doen, waardoor het gebruikte aantal proefdieren zo klein 

mogelijk is. De proeven worden volgens een stappenplan uitgevoerd: 

1. Bepaling van rol van kandidaatgenen in hartcellen van rat of muis, die 

soms een hoog vet dieet gevoerd krijgen gedurende een aantal weken. Het 

ongerief is licht voor 11% van de ratten (312 ratten). Voor 89% van de 

ratten (2520 ratten) en 2 % van de muizen (288 muizen) gaat het om 

terminale experimenten zonder handelingen. 

2. Kandidaatgenen, waarvoor in stap 1 een rol gevonden is in processen die 

bijdragen aan hartfalen, worden onderzocht in een muismodel van 

hartfalen. Het ongerief is matig (17% van de muizen (3200 muizen) worden 

in deze stap onderzocht).  

3. Bij bevestiging van de hypothese, wordt de rol van het kandidaatgen 

bepaald in andere muismodellen van hartfalen en op andere momenten 

tijdens de ontwikkeling van hartfalen. Het ongerief is matig (78% van de 

muizen; 14720 muizen) tot ernstig (3% van de muizen; 640 muizen).  

In totaal ondervindt 95% van de muizen (17920 muizen) in stappen 2 en 3 

matig ongerief, en 3% (640 muizen) ernstig ongerief.   

   

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.  

De muis en rat ontwikkelen hartfalen op een manier die vertaalbaar is naar 

de mens. De bestudering van specifieke kandidaatgenen is alleen mogelijk 

bij deze knaagdieren.  

Onze jarenlange ervaring met het onderzoeken van oorzaken van hartfalen 

in dierstudies maakt, naast het beperken van de aantallen, het ongerief zo 

gering mogelijk. 

   

 Vermeld welke algemene 

maatregelen genomen 

worden om de negatieve 

(schadelijke) gevolgen 

voor het welzijn van de 

proefdieren zo beperkt 

mogelijk te houden. 

De dieren krijgen altijd adequate pijnstilling en verdoving, en worden 

dagelijks gecontroleerd op welzijn. De experimenten worden uitgevoerd 

door bevoegd en competent personeel. 
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             1 Algemene gegevens 

 
1.1 Vul uw deelnemernummer 

van de NVWA in. 

 

 

10700 

  1.2 Vul de naam van de 

instelling of organisatie in. 
Universiteit Maastricht 

    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 

 Isolatie van neonatale rat cardiale myocyten en 

fibroblasten en adulte rat cardiale myocyten 

  

2 Beschrijving dierproeven 

 
A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters 

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

  

Neonatale rat cardiale myocyten en fibroblasten 

Er zal gebruik worden gemaakt van neonatale (0-3 dagen oud) ratten, deze zullen direct voor de isolatie 

worden opgeofferd. Hiervoor zullen drachtige moeder ratten extern worden besteld. Voor de moederdieren 

zal na het werpen een ander doel worden gezocht. Zowel mannelijke als vrouwelijke dieren worden in het 

experiment geïncludeerd. 

 

Volwassen rat cardiale myocyten 

Er zal gebruik worden gemaakt van wild type ratten, eventueel in combinatie met hoog vet dieet. Deze  

 zullen direct voor de isolatie op humane wijze worden opgeofferd. Zowel mannelijke als vrouwelijke dieren 

worden in het experiment geïncludeerd. De keuze voor volwassen dieren wordt gemaakt op het moment dat 

een kandidaat molecuul een rol heeft in het metabolisme van de cardiomyocyt, omdat 1) deze 

uitleesparameter in cellijnen en in neonatale cellen niet of beperkt te meten is, en 2) een volwassen dier 

langere tijd blootgesteld kan worden aan metabole parameters in de circulatie, zoals een hoog vet dieet. 

Een hoog vet dieet induceert een pre-diabetische status in ratten en dit maakt het mogelijk om de 

chronische effecten van verhoogd circulerend insuline, glucose en vetzuren op cardiomyocyt metabolisme te 

bestuderen.   

 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. 

 Neonatale rat cardiale myocyten en fibroblasten 

De neonatale dieren worden direct voor de isolatie opgeofferd. Voor de moederdieren zal na het werpen een 

ander doel worden gezocht. De dieren ondergaan geen behandelingen.  

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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Volwassen rat cardiale myocyten 

Volwassen ratten ondergaan ofwel geen behandeling, of ze krijgen een hoog vet dieet gedurende maximaal 

24 weken, of een gematcht synthetisch controle dieet, een “normaal vet dieet”. De dieren worden direct 

voor de celisolatie op humane wijze opgeofferd. 

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

een minimum te beperken. 

 In ons lab en binnen het onderzoeksinstituut CARIM hebben we reeds een ruime ervaring met isoleren van 

primaire harspiercellen en met het gebruik van deze cellen voor experimenten (zie bijvoorbeeld  

 

 Statistiek is moeilijk toepasbaar op dit soort experimenten met kleine groepsgrootten; onze 

ervaring is dat 4 biologische replicaten per groep een goed beeld geeft. 

 B. De dieren 

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

 Neonatale rat cardiale myocyten en fibroblasten 

Er zal gebruik worden gemaakt van neonatale (0-3 dagen oud) rattenpups. Hiervoor zullen drachtige 

moeder ratten worden besteld.  

Ter bestudering van een kandidaat niet-coderend RNA molecuul bekijken we effecten op 3 experimentele 

readouts: genexpressie, eiwitexpressie en celmorfologie, respectievelijk, waarvoor om technische redenen 

verschillende monsters nodig zijn. Er zijn telkens 4 experimentele condities (controle ongestimuleerd, 

controle “hartfalen”-gestimuleerd, genmanipulatie ongestimuleerd en genmanipulatie “hartfalen”-

gestimuleerd). Per experimentele conditie zijn er 4 replicaten met 1 miljoen cellen per replicaat. Voor elk 

kandidaat niet-coderend RNA molecuul zijn er daarom 3 (experimentele readouts) maal 4 (experimentele 

condities) maal 4 (replicaten) = 48 miljoen cellen nodig. Voor de validering van 60 kandidaat niet-coderend 

RNA moleculen hebben we daarom 60x48 miljoen cellen = maximaal 2.880 miljoen cellen nodig. Een 

optimale isolatie resulteert in 1.5 miljoen cellen per dier. Gebaseerd op bovenstaande berekening vragen wij 

toestemming voor het gebruik van 1920 dieren. Voor de moederdieren gaan we uit van gemiddeld 10 pups 

per drachtige moeder. In totaal gaat het dan om 192 moederdieren. 

 

Volwassen rat cardiale myocyten 

Er zal gebruik worden gemaakt van volwassen ratten. Uit eerdere ervaringen met volwassen rat 

cardiomyocyten, in samenwerking met een andere onderzoeksgroep, is gebleken dat voor onze 

experimenten per rat voldoende cellen geïsoleerd worden voor 1 biologische replicaat met 4 experimentele 

condities, bijvoorbeeld controle sham, controle “hartfalen”-gestimuleerd, genmanipulatie sham en 

genmanipulatie “hartfalen”-gestimuleerd. Vier biologische replicaten per groep van alle condities geven 

optimale statistiek en er zijn 3 experimentele readouts (genexpressie, eiwitexpressie en celmorfologie). Voor 

elk kandidaat niet-coderend RNA molecuul zijn er daarom 3 x 4 = 12 ratten nodig.  

-Gezonde ratten: Voor de validering van 50 van de 60 kandidaat niet-coderend RNA moleculen in gezonde 

ratten hebben we daarom nodig 50 x 12 = maximaal 600 ratten. De leeftijd van de volwassen ratten op 

het moment van isolatie is niet van invloed op de kwaliteit van de cardiomyocyten in gezonde condities van 

de rat.  

-Ratten op speciaal dieet: Cardiomyocyten die geïsoleerd worden uit pre-diabetische ratten op hoog vet 

dieet en “normaal vet dieet”-gevoerde controle ratten, naar schatting voor de validering van 10 kandidaat 

niet-coderend RNA moleculen, zullen bij aanvang (start dieet) 2-4 maanden oud zijn. Hiervoor zijn 10 

kandidaatgenen x 12 ratten per gen x 2 groepen = 240 ratten benodigd.  

Estrogenen hebben een aanzienlijk effect op regulatie van glucose opname, GLUT4 translocatie, 

vetzuuropname en CD36 translocatie in het hart (Murphy E, Heart Fail Rev. 12: 293-300, 2007; Tepavcevic 

S, Horm Metab Res. 43: 524-30, 2011). Vanwege deze effecten van estrogenen kunnen de gegevens van 

beide sexen niet worden gecombineerd. Derhalve zou een gebruik van beide sexen een verdubbeling van de 

aantallen betekenen. Wij hebben gekozen om alleen experimenten te doen met mannelijke ratten om 

daarmee de effecten van estrogenen uit te sluiten. 
 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:  

-Het gebruik van cellijnen is overwogen ter vervanging van de hier voorgestelde primaire cardiale cellen. 

Echter, de grote gevolgen van immortalisatie van deze cellen op hun differentiatiepotentieel, metabolisme 

en groei (zie bijvoorbeeld Monge et al. Can J Physiol Pharmacol. 2009 Apr;87(4):318-26. Comparative 

analysis of the bioenergetics of adult cardiomyocytes and nonbeating HL-1 cells: respiratory chain activities, 

glycolytic enzyme profiles, and metabolic fluxes)– processen die tijdens hartfalen een primaire rol spelen – 

maakt ze ongeschikt voor het bestuderen van de processen die ten grondslag liggen aan de ontwikkeling 

van hartfalen secundair aan het metabole syndroom, namelijk metabolisme, celgroei en –differentiatie.  

-Het gebruik van organoiden zal in de toekomst overwogen worden, maar momenteel zijn er nog geen 

organoiden van het hart ten behoeve van het bestuderen van hartfalenprocessen beschikbaar. 

-Het gebruik van historische samples, waaronder ook humaan materiaal, zijn onderdeel van het plan van 

aanpak. Kennis die uit deze samples gehaald wordt kan de voorgestelde celexperimenten niet vervangen, 

omdat hiermee slechts naar expressiepatronen gekeken kan worden, en in de samples geen interventie 

meer mogelijk zijn. De historische samples zullen de benodigde (cel)experimenten wel verminderen, omdat 

ze het selecteren van kansrijke kandidaatgenen ondersteunen. 

 

Vermindering:  

-Tijdens 1 isolatie van neonatale ratten worden zowel cardiale myocyten als fibroblasten gekweekt. Beide 

celtypen zullen gebruikt worden voor experimenten. De celoogst is geoptimaliseerd door ruime ervaring; er 

worden relatief veel cellen uit een relatief beperkt aantal dieren geïsoleerd. Wanneer van te voren duidelijk 

is dat een geplande isolatie niet nodig is, zal deze tijdig geannuleerd worden.  

-Het gebruik van historische samples, waaronder ook humaan materiaal, zijn onderdeel van het plan van 

aanpak. Op basis van de kennis die uit deze samples gehaald wordt, wordt een keuze gemaakt voor het in 

vitro te bestuderen celtype. Zodoende worden onnodige celexperimenten voorkomen en het aantal dieren 

nodig voor celisolaties verminderd. 

 

Verfijning: Het welzijn van de dieren wordt zo min mogelijk beïnvloed; de dieren ondergaan geen 

behandelingen of enkel een hoog vet dieet, dus geen invasieve behandelingen. Enkel wanneer er een 

indicatie is dat de beoogde kandidaat niet-coderend RNA moleculen een rol spelen in metabolisme, zal hun 

rol bestudeerd worden in cardiomyocyten van pre-diabetische ratten geïnduceerd door een hoog vet dieet.  

De cellen die uit de volwassen harten geïsoleerd worden zijn uitvoerig gekarakteriseerd binnen en buiten 

onze onderzoeksgroep, en er worden relatief veel cellen uit een relatief beperkt aantal dieren geïsoleerd. 

 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. 

 De dieren gaan niet in experiment maar worden op een zo humaan mogelijke wijze opgeofferd omwille van 

het gebruik van hun hart voor celisolaties. 

 

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. 

 Dit betreft geen wettelijk vereist onderzoek. Er wordt uitgebreid literatuuronderzoek uitgevoerd om te 

voorkomen dat onnodig studies worden herhaald, en ook worden relevante congressen bezocht om zicht te 

houden op andere onderzoekers in het veld die aan gelijkaardige onderwerpen werken.  



 

 

 
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? 

 Neonatale rat cardiale myocyten en fibroblasten 

Moederdieren kunnen lichte stress ervaren 

 

Volwassen rat cardiale myocyten 

-Gezonde ratten: geen aantasting van welzijn verwacht. 

-Ratten op speciaal dieet: De ratten die een hoog vet dieet gevoed krijgen ontwikkelen mogelijk 

huidproblemen, pre-diabetische symptomen zoals overgewicht, hoog bloedsuiker gehalte, hoog insuline 

gehalte, polyurie/polydipsie en verminderde fysieke gezondheid. Het “normaal vet dieet” is gelijkaardig aan 

een regulier dieet, echter is net als het hoog vet dieet synthetisch met bekende samenstelling.                                     

 Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn. 
 Neonatale rat cardiale myocyten en fibroblasten 

Verstoring van nest 

 

Volwassen rat cardiale myocyten 



 

 

Het hoog vet dieet induceert een pre-diabetische staat in de rat.                                       
 
Beschrijf welke maatregelen worden genomen om deze schadelijke effecten te voorkomen of waar mogelijk 

te minimaliseren. 
 Bij het bereiken van humane eindpunten zullen de dieren voortijdig worden opgeofferd.                               

 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. 

           Bij gebrek aan ondernemingsgedrag, ernstige huidproblemen, immobiliteit en apathie zal een dier voortijdig 

worden opgeofferd. 

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

 0-5% van de dieren op een hoog vet dieet. 

 
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. 
 Neonatale rat cardiale myocyten en fibroblasten 

Neonatale ratten: terminaal 

Moeder ratten: licht 

 

Volwassen rat cardiale myocyten 

Gezonde ratten: terminaal 

Normaal vet dieet-gevoede ratten: terminaal 

Hoog vet dieet-gevoede ratten: licht 

 
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. 

 De neonatale en volwassen dieren worden gedood omdat hun hart volledig nodig is voor de isolatie van de 

cardiale cellen. 

De moederdieren worden wanneer mogelijk in leven gehouden. 

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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Volgnummer  Type dierproef 

  2  Isolatie van beenmergcellen uit muizen 

  

2 Beschrijving dierproeven 

 
A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters 

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

 Er zal gebruik worden gemaakt van volwassen, wild type en transgene muizen, deze zullen direct voor de 

isolatie worden opgeofferd. Zowel mannelijke als vrouwelijke dieren worden in het experiment geïncludeerd. 

De primaire uitkomstparameter is beenmerg isolatie tbv de isolatie van immuuncellen. 

 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. 

 Zowel de tibia’s als de femurs zullen operatief verwijderd worden na euthanasie van de muis. Opeenvolgend 

worden na de uiteindes van de femurs en de tibias verwijderd zodat het beenmerg met een natuurlijke 

zoutoplossing uit de botjes kan worden gespoeld. 

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

een minimum te beperken. 

 In ons lab hebben we reeds een ruime ervaring met isoleren van beenmergcellen uit muizen voor 

experimenten (zie bijvoorbeeld  Statistiek is 

moeilijk toepasbaar op dit soort experimenten met kleine groepsgrootten; onze ervaring is dat 4 replicaten 

per groep een goed beeld geeft. 

 B. De dieren 

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

 Er zal gebruik worden gemaakt van mannelijke en vrouwelijke muizen. Ter bestudering van een kandidaat 

niet-coderend RNA molecuul bekijken we effecten op 3 experimentele readouts: genexpressie, 

eiwitexpressie en celmorfologie, respectievelijk, waarvoor om technische redenen verschillende monsters 

nodig zijn. Er zijn telkens 4 experimentele condities (controle ongestimuleerd, controle “hartfalen”-

gestimuleerd, genmanipulatie ongestimuleerd en genmanipulatie “hartfalen”-gestimuleerd). Per 
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experimentele conditie zijn er 4 replicaten met 1 miljoen cellen per replicaat. Voor elk kandidaat niet-

coderend RNA molecuul zijn er daarom 3 (experimentele readouts) maal 4 (experimentele condities) maal 4 

(replicaten) = 48 miljoen cellen nodig. Voor de validering van 60 kandidaat niet-coderend RNA moleculen 

hebben we daarom 60x48 miljoen cellen = maximaal 2.880 miljoen cellen nodig. 

Een optimale isolatie resulteert in 10 miljoen cellen per dier. Gebaseerd op bovenstaande berekening vragen 

wij toestemming voor het gebruik van 288 dieren. 

 
 
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:  

-Het gebruik van cellijnen is overwogen ter vervanging van de hier voorgestelde primaire beenmerg cellen. 

Echter, deze aanpak geeft de mogelijkheid om de polarisatie (richting pro- of anti-inflammatoire macrofaag) 

en differentiatie van de geïsoleerde beenmergcellen te reguleren en te bestuderen, en de rol van kandidaat 

moleculen hierin. Daarnaast is het gebruik van cellijnen niet gewenst aangezien reeds gedifferentieerde 

cellen andere eigenschappen bezitten, verder verwijderd van de gewenste kenmerken (Passmore et al., 

Immunology 2001). 

-Het gebruik van historische samples, waaronder ook humaan materiaal, zijn onderdeel van het plan van 

aanpak. Kennis die uit deze samples gehaald wordt kan de voorgestelde celexperimenten niet vervangen 

maar wel verminderen. 

 

Vermindering:  

-De celoogst is geoptimaliseerd door ruime ervaring; er worden relatief veel cellen uit een relatief beperkt 

aantal dieren geïsoleerd. Tevens worden zowel de tibia als de femur gebruikt om het aantal geïsoleerde 

cellen zo hoog mogelijk te maken.  

-Indien mogelijk worden beenmergcellen geoogst uit muizen die voor een ander experimenteel doel werden 

geëuthanaseerd. 

-Het gebruik van historische samples, waaronder ook humaan materiaal, zijn onderdeel van het plan van 

aanpak. Op basis van de kennis die uit deze samples gehaald wordt, wordt een keuze gemaakt voor het in 

vitro te bestuderen celtype. Zodoende worden onnodige celexperimenten voorkomen en het aantal dieren 

nodig voor celisolaties verminderd. 

 

Verfijning: Het welzijn van de dieren wordt zo min mogelijk beïnvloedt; de dieren ondergaan geen 

behandelingen. De cellen afkomstig van beenmerg isolatie worden uitvoerig gekarakteriseerd binnen en 

buiten onze onderzoeksgroep. 

 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. 

 De dieren gaan niet in experiment maar worden op een zo humaan mogelijke wijze opgeofferd omwille van 

het gebruik van hun beenmerg voor celisolaties. 

 

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. 

 Dit betreft geen wettelijk vereist onderzoek. Er wordt uitgebreid literatuuronderzoek uitgevoerd om te 

voorkomen dat onnodig studies worden herhaald, en ook worden relevante congressen bezocht om zicht te 

houden op andere onderzoekers in het veld die aan gelijkaardige onderwerpen werken. 

 
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. 
 



 

 

nvt                               

 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. 

                 

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

       

 
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. 
 terminaal 

 
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. 

 De muizen worden gedood omdat hun beenmerg volledig nodig is voor de isolatie van de immuuncellen. 

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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3 

Angiotensine II of TAC of CVB3 of MI of PE en 

hoogvetdieet-behandeling als model van ontwikkeling van 

pre-diabetes in combinatie met hartfalen 

  

2 Beschrijving dierproeven 

 
A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters 

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

 Arteriele hypertensie, aortaklepverkalking, myocardinfarct en virale infectie zijn belangrijke risicofactoren 

voor het ontwikkelen van hartfalen. Vaak hebben patienten ook andere aandoeningen die onder het 

metabole syndroom vallen, zoals overgewicht en diabetes.  

- Angiotensine II (AngII) is een peptide dat vrijkomt onder hypertensieve omstandigheden en zowel 

in de circulatie als perifeer werkt op de vaten (constrictie) en op de cellen (het promoot celgroei, 

ontsteking, bindweefselvorming). Om deze reden wordt in ons onderzoek vaak gekozen om 

chronische arteriele hypertensie na te bootsen en hartfalen te veroorzaken in muizen middels 

subcutane chronische angiotensine II infusie gedurende maximaal 12 weken. Bloeddruk zal enkel 

worden gemeten ter controle van het bloeddrukeffect van AngII en daarom volstaat een meting 

middels tail cuff. 

- Phenylephrine is een sympathomimetisch medicijn dat de acties van epinephrine nabootst en 

arteriele hypertensie veroorzaakt, en wordt in experimentele modellen gegeven om acute 

hypertensie te veroorzaken en de onmiddelijke respons van het hart hierop te onderzoeken.  

- Transverse aortic constriction (TAC) is de meest gebruikte en bestudeerde methode om 

aortaklepverkalking, leidend tot acuut hartfalen, na te bootsen in muizen. Het grootste voordeel van 

dit model is dat de drukgradient in de aortaboog gekwantificeerd kan worden, wat het mogelijk 

maakt om linker ventrikel hypertrofie te stratificeren. De acute hypertensie geinduceerd door TAC 

veroorzaakt een 50% toename in linker ventrikel massa binnen twee weken, daarom is dit model 

een goede keuze voor het bestuderen van pharmacologische and moleculaire interventies die 

hypertrofie kunnen remmen.  

- Myocardinfarct (MI) in de muis is een veelgebruikt model om myocardremodellering in de mens, na 
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een infarct of bij vaatlijden, na te bootsen. Het afsterven van een deel van het hartweefsel 

veroorzaakt ontsteking en in tweede fase remodelering van het gezonde hartweefsel, inclusief 

cardiomyocyt hypertrofie en bindweefselvorming. 

- Een acute virale infectie leidt tot verhoogde hartcelafbraak en ontsteking, en vormt daardoor een 

levensbedreigende situatie. Coxsackievirus B3 (CVB3)-infectie geïnduceerde myocarditis is het 

meest gebruikte en best bestudeerde model van acute myocarditis-geïnduceerd hartfalen in muizen. 

Het grootste voordeel van dit model is dat de ziekte progressie, cardiale ontsteking gevolgd door 

afbraak van hartspiercellen en fibrose vorming, nauw verwant is aan het klinische beeld.  

 

AngII-behandeling, TAC, MI of CVB3 wordt gecombineerd met een hoogvetdieet in het geval het kandidaat 

niet-coderend RNA molecuul een rol blijkt te hebben in metabolisme.  

 

De primaire uitkomstparameters zijn 1) hartfunctie gemeten met echocardiografie of MRI 2) hartgewicht en 

3) cardiale/perifere celresponsen: cardiomyocyt hypertrofie en metabolisme, endotheeldysfunctie, 

ontstekingsrespons en/of cardiale bindweefselvorming. Secundaire uitkomstparameters zijn 4) insuline 

resistentie, 5) hyperglycemie en 6) hypercholesterolemie. 

 

Het manipuleren van de aanwezigheid van individuele kandidaat niet-coderende RNA moleculen in de muis 

kan op twee manieren gebeuren:  

1) injectie van een korte DNA sequentie al dan niet in een vector (oligo/antagomiR/mimic/adeno-

geassocieerde virale vector)  

2) transgene muis 

 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. 

 Het dier zal een aantal behandelingen ondergaan:  



 

 



 

 

1) deze handeling vindt niet plaats in transgene muizen waarin het kandidaat molecuul genetisch is 

gemodificeerd. In geval van injectie met adeno-geassocieerde virale vectoren, duurt het bereiken van 

optimale expressieniveaus is het hart 2-3 weken, waarna verdere behandeling pas kan plaatsvinden.  

2) deze handeling vindt enkel plaats voor kandidaat RNA moleculen waarvoor een functie in metabolisme is 

gevonden 
3) deze handeling vindt enkel plaats bij AngII behandeling 

 

Een dier is maximaal 12 (max tijd tussen neonatale injectie en start behandeling) + 24 (max duur 

behandeling) = 36 weken in experiment. Dieren zijn nooit ouder dan 1 jaar bij opoffering. 

 

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

een minimum te beperken. 

 Na vaststelling van de spreiding en het verwachte verschil per gen, op basis van de eerdere (in vitro) 

experimenten, zal gebruik worden gemaakt van de powerberekening obv de formule van Sachs om de 

definitieve groepsgrootten te berekenen. Ook kan dan de verwachte uitval gespecificeerd worden. 

 B. De dieren 

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

 Er zal gebruik worden gemaakt van zowel mannelijke als vrouwelijke wildtype of genetisch gemodificeerde 

muizen. Indien de genetisch gemodificeerde muizen reeds gefenotypeerd zijn door andere onderzoekers, zal 

gebruik worden gemaakt van muizen die onder normale niet-pathologische omstandigheden geen ongerief 

ondervinden van de genetische modificatie. Indien de genetisch gemodificeerde muizen nog gemaakt 

moeten worden, zal dit uitbesteed worden en zal het ongerief geregistreerd worden alvorens de dieren tbv 

dit onderzoek binnengehaald worden. De muizen worden geleverd door een vergund fokbedrijf of andere 

vergunde (internationale) universiteiten.  

 

Per experiment/kandidaat molecuul zal gebruik worden gemaakt van maximaal 160 muizen. Er zijn 

maximaal 4 experimentele groepen (A1-A4) nodig. Per experimentele groep schatten we in, op basis van 

onze ervaring, maximaal 40 muizen te gebruiken (20 niet gemanipuleerde muizen en 20 muizen met 

gemanipuleerde kandidaatmolecuul expressie).  

In 5 jaar tijd zullen maximaal 20 kandidaat moleculen onderzocht worden volgens het besluitmodel uit het 

projectvoorstel.  

- Als uit de in vitro experimenten blijkt dat een kandidaatgen primair een rol speelt in cardiomyocyt 

dysfuncyie en/of endotheeldysfunctie, zal gekozen worden voor TAC als experimenteel model van 

chronisch hartfalen.  

o Vervolgens worden maximaal 16 kandidaatgenen ook onderzocht in een acuut model van 

arteriele hypertensie middels PE injectie, waarbij de primaire uitkomstparameter enkel 

cardiomyocyt hypertrofie is. Daarnaast wordt voor maximaal 16 kandidaatgenen het TAC 

experiment maximaal 2 maal herhaald: 1) voor het bepalen van de primaire 



 

 

uitkomstparameter “cardiale/perifere celresponsen”, die best worden gemeten vroeg na TAC 

(bijvoorbeeld na 1 week); en 2) voor de isolatie van hartcellen, waarvoor het hele hart nodig 

is en waarmee de rol van het kandidaatgen in elk celtype apart bepaald kan worden. 

- Als uit de in vitro experimenten blijkt dat een kandidaatgen primair een rol speelt in ontsteking 

en/of bindweefselvorming, zal gekozen worden voor AngII als experimenteel model van hartfalen. 

Hierbij zullen per kandidaatgen maximaal 2 experimenten plaatvinden voor het bepalen van de 

primaire uitkomstparameters; cellulaire responsen worden best gemeten vroeg na AngII 

(bijvoorbeeld na 1 week) en hartfalen wordt best gemeten laat na AngII (max 12 weken). 

o Vervolgens wordt de rol van maximaal 16 kandidaatgenen ook bestudeerd in maximaal twee 

andere modellen van hartfalen waarbij ontsteking een rol speelt, namelijk MI- en/of CVB3-

geinduceerd hartfalen. Daarnaast wordt voor maximaal 16 kandidaatgenen het AngII 

experiment maximaal 2 maal herhaald: 1) voor het bepalen van de primaire 

uitkomstparameter “cardiale/perifere celresponsen”, die best worden gemeten vroeg na 

AngII (bijvoorbeeld na 1 week); en 2) voor de isolatie van hartcellen, waarvoor het hele hart 

nodig is en waarmee de rol van het kandidaatgen in elk celtype apart bepaald kan worden.  

- Als genen ook een rol in metabolisme hebben, wordt gekozen voor een combinatie van AngII, TAC, 

MI of CVB3 met hoog vet dieet.  

 

Voor elk experiment zijn per kandidaat molecuul maximaal 160 muizen nodig. De volgende tabel geeft een 

samenvatting van de aantallen per experimenttype:  

Wanneer oligos worden gebruikt voor de manipulatie van het kandidaat molecuul, of genetisch 

gemodificeerde muizen, wordt gebruik gemaakt van 5-14 weken oude muizen. Wanneer gebruik wordt 

gemaakt van adeno-geassocieerde virale vectoren (AAV) voor de manipulatie van het kandidaat molecuul, 

wordt gebruik gemaakt van neonatale muizen (intracardiale injecties) of 5-14 weken oude muizen. Wanneer 

gebruikt gemaakt wordt van neonatale muizen voor de injectie van het AAV, wordt pas met AngII/hoog vet 

dieet/TAC operatie/MI operatie/PE begonnen zodra de muis volwassen is (8-12 weken oud). CVB3 wordt 

geinjecteerd in muizen van minimaal 4 weken oud. 
 
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: Het hart is een complex orgaan dat uit meerdere celtypen bestaat en dat blootgesteld is aan 

elementen uit de circulatie (cellen, boodschappers waaronder RNA moleculen, voedingsstoffen, zuurstof 

etc). Als alternatief op dierproeven kunnen hartspiercellen worden blootgesteld aan media van bijvoorbeeld 

gekweekte ontstekingscellen om de interacties tussen deze celtypen na te bootsen (co-cultuur), of kunnen 

organoiden uit stamcellen worden gebruikt. Echter, deze benaderingen hebben een aantal cruciale 

tekortkomingen: 1) in geval van co-cultuur wordt de invloed van het lokale milieu van de cellen genegeerd; 

het extracellulaire klimaat en de overige buurcellen zoals endotheelcellen, fibroblasten, gladde spiercellen, 

dendritische cellen etc.; 2) in geval van co-cultuur  en organoiden zijn dit gekweekte cellen die niet alle 

eigenschappen van primaire en natuurlijk gedifferentieerde cellen in hun natuurlijke omgeving hebben; 3) 

elke hartspiercel wordt gevoed door een bloedvat, celexperimentele condities missen de gereguleerde 

aanwezigheid van circulerende substanties zoals glucose, insuline en vetzuren alsook circulerende RNA 

moleculen. De in vivo omgeving is dermate complex dat proefdieronderzoek een cruciaal onderdeel zal 

blijven van proefondervindelijk medisch onderzoek gericht op het vinden van medicijnen. Voor het komen 

tot nieuwe inzichten voor de behandeling van hartfalen is het daarom noodzakelijk om proefdieren te 

gebruiken. 

 

-vermindering: de statistische methode om tot een geschikte groepsgrootte te komen voor significante 

betekenisvolle resultaten, resultaten uit historische samples en uit in vitro onderzoek, het combineren van 

controlegroepen indien mogelijk, en de ervaring van de onderzoeksgroep met dit model, waarborgen het 

gebruik van zo min mogelijk dieren.  

 

-verfijning: het huidige AngII model is een redelijk verfijnd model om hartfalen te bestuderen, gezien er 

geen invasieve operaties bij komen kijken  Het huidige TAC model is het 

meest geaccepteerde en bestudeerde model om hartfalen te onderzoeken  

 Onze labtechnici worden continu getraind om de TAC en MI operaties uit te voeren en te verfijnen en 

daardoor het ongerief voor de muizen zo veel mogelijk te beperken, en doen dit inmiddels zonder het 

sternum in te knippen. Het model van CVB3 infectie is het meest geaccepteerde en bestudeerde model om 

virale myocarditis te onderzoeken en door gebruik te maken van CVB3-geinjecteerde muizen kunnen we de 

virale en ontstekingsrespons in het hart en de daaropvolgende ontwikkeling van hartfalen bestuderen 

(Fairweather and Rose PMC 2008). Het PE model is een geaccepteerd model van acute arteriele hypertensie 

met directe effecten op cardiomyocyten (Bueno et al. Circulation Research. 2001;88:88-96). De hartfunctie 

wordt op een non-invasie manier gemeten door middel van echo of MRI.  

 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. 

 Dieren krijgen op de dag van de minipompimplantatie/TAC/MI operatie voorafgaand aan de operatie 

pijnstilling toegediend, en dit wordt zolang als nodig na operatie gegeven, gewoonlijk 1-3 dagen. De dieren 

worden dagelijks gemonitord en regelmatig gewogen, en in geval van ziekte of pijn wordt een passende 

behandeling gezocht volgens vooraf vastgestelde humane eindpunten. 

 

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. 

 Dit betreft geen wettelijk vereist onderzoek. Er wordt uitgebreid literatuuronderzoek uitgevoerd om te 

voorkomen dat onnodig studies worden herhaald, en ook worden relevante congressen bezocht om zicht te 

houden op andere onderzoekers in het veld die aan gelijkaardige onderwerpen werken. 

 



 

 

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. 

                               In geval de dieren een operatie ondergaan (minipompimplantatie, TAC of MI) krijgen de 

dieren peri-, per- en post-operatieve analgesie volgens geaccepteerde richtlijnen zoals GV SOLAS.  

Alle dieren worden intensief gemonitord en bij afwijkend gedrag wijzend op pijn of ontsteking zal gepaste 

pijnstilling/ontstekingsremming worden ingezet. 

De intracardale injectie in neonatale muizen wordt toegediend nadat de muizen tijdelijk en kortdurend op ijs 

hebben gelegen ter verdoving. 

 
I. Overige aantasting van het welzijn en maatregelen 

 Welke eventuele andere vormen van welzijnsaantasting worden voorzien? 

 -De neonatale dieren en hun moeders ondergaan lichte welzijnsaantasting in de vorm van verstoring van 

het nest. Tevens kan, wanneer toegepast, de intracardiale injectie leiden tot ongerief. Het virale construct 

zelf veroorzaakt geen ongerief.  

-Daarnaast kan afhankelijk van het kandidaat molecuul, meer of minder ongerief worden ervaren. In het 

geval van het gebruik van virale vectoren is het ongerief door kandidaat molecuul manipulatie vooraf niet in 

te schatten. In het geval van het gebruik van transgene dieren is het ongerief voorafgaand aan de proef 

geregistreerd.  

 

-Angiotensine II / TAC /MI/CVB3/PE worden toegepast om hartfalen te veroorzaken. Dit kan gepaard gaan 

met ademhalingsklachten en apathie.  



 

 

-De minipompimplantatie en het openknippen van de huid voor TAC en MI operatie veroorzaken een 

huidwond die kan gaan ontsteken. De dieren kunnen verminderde mobiliteit ervaren. 

-een PE injectie veroorzaakt een acute steiging in bloeddruk en kan gepaard gaan met hoofdpijn en 

duizeligheid. 

-Hoogvetdieet: het vet in de voeding kan de vacht vettig maken. Het zelfverzorgend gedrag van de dieren 

zal dus nauwlettend in het oog worden gehouden. De muizen die een hoog vet dieet gevoed krijgen 

ontwikkelen pre-diabetes symptomen, zoals overgewicht, hoog bloedsuiker gehalte, hoog insuline gehalte 

en verminderde fysieke gezondheid. 

-CVB3 veroorzaakt in bepaalde muizenstammen gastro-intestinale klachten.                                             

 Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn. 
 Angiotensine II induceert hartfalen in de muizen met bovenbenoemde symptomen.  

Het afbinden van de aorta (TAC) en MI induceren beide een hoge cardiale druk in het linker ventrikel en 

uiteindelijk ontwikkelen de muizen hartfalen met bovenbenoemde symptomen. 

PE veroorzaakt acute hypertensie met bovenbenoemde symptomen. 

Het hoog vet dieet induceert een pre-diabetes staat in de muizen.  

Virale myocarditis gaat gepaard met een sterke ontstekingsreactie in het hart die hartfalen veroorzaakt. 

Daarnaast is CVB3 is een enterovirus met gastrointestinale effecten.                       
 
Beschrijf welke maatregelen worden genomen om deze schadelijke effecten te voorkomen of waar mogelijk 

te minimaliseren. 
 
De muizen worden dagelijks gemonitord en regelmatig gewogen om aantasting van hun welzijn tijdig te 

ontdekken, waarna een besluit zal worden genomen het dier al dan niet uit experiment te halen met het oog 

op de vastgestelde humane eindpunten. 

Er wordt a-septisch gewerkt om  ontsteking van de wond na minipompimplantatie resp. TAC/MI operatie te 

voorkomen.  

Tevens wordt, wanneer nodig, in neonatale muizen de intracardiale injectie uitgevoerd onder 

hypothermische omstandigheden door een ervaren dierproef deskundige ter voorkoming van complicaties 

en ongerief.                               

 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. 

           De dieren zullen voortijdig ge-euthanaseerd worden bij: 

· open wond na minipompimplantatie met naar buiten komen van het pompje en ontsteking die niet 

reageert op behandeling. 

· hartfalen ten gevolge van AngII-behandeling resp. TAC/MI / CVB3 infectie al dan niet in combi met 

hoog vet dieet, gepaard met moeilijk ademhalen en apathie. De mate van ongerief wordt ingeschat 

op basis van grimace scale, algemene indruk, activiteit, houding, gedrag, verzorging, verloop 

lichaamsconditie en gewicht, ademhaling, kleur mucosa, hartfunctiemetingen.  

· Koorts en dehydratie ten gevolge van CVB3 infectie. 

· Neonatale pups: geen melkspot/ verstoten uit nest. 

· Ernstige huidproblemen als gevolg van hoog vet dieet. 

· overige ziektes of condities welke ernstige pijn, ongerief of lijden indiceren.  

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

 10% 

 
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. 



 

 

 
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. 

 Organen worden geexplanteerd tbv moleculair en histologisch onderzoek. 

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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Volgnummer  Type dierproef 

  

4 

 Angiotensine II-behandeling of TAC in de transgene db-/-

muis als model van metabool syndroom in combinatie met 

hartfalen 

  

2 Beschrijving dierproeven 

 
A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters 

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

 Kandidaat niet-coderende RNA moleculen die een rol blijken te hebben in het ontwikkelen van hartfalen in 

een pre-diabetes model (angII/TAC  + hoog vet dieet), zullen nader onderzocht worden in een meer 

vergevorderd diabetes model. Hiervoor maken we gebruik van transgene db-/- muizen. Deze muizen zijn een 

geaccepteerd en goed bestudeerd model voor obesitas en type 2 diabetes. De muizen presenteren zich met 

diabetische symptomen die een leeftijdsgebonden progressie volgen, wat ook wordt gezien in patienten met 

het diabetes. Daarnaast wordt in deze muizen ook een vroege insuline resistentie gedetecteerd dat 

resulteert in hyperglycemia. Db-/- muizen worden gebruikt voor het bestuderen van cardiale gevolgen van 

diabetes, zoals diabetische cardiomyopathie.  

Om de rol van de kandidaat moleculen te bestuderen in het metabole syndroom (diabetes, obesitas en 

hypertensie), worden de db-/- muizen blootgesteld aan drukoverbelasting door AngII infusie of TAC operatie. 

Dit zal een meer klinisch relevant beeld geven van de patienten die zich presenteren met het metabole 

syndroom in de kliniek.  

 

De primaire uitkomstparameters zijn 1) hartfunctie gemeten met echocardiografie of MRI 2) hartgewicht en 

3) cardiale/perifere celresponsen: cardiomyocyt hypertrofie en metabolisme, endotheeldysfunctie, 

ontstekingsrespons en/of cardiale bindweefselvorming. Secundaire uitkomstparameters zijn 4) insuline 

resistentie, 5) hyperglycemie en 6) hypercholesterolemie. Bloeddruk zal enkel worden gemeten ter controle 

van het bloeddrukeffect van Angiotensine II en daarom volstaat een meting middels tail cuff. 

 

Het manipuleren van de aanwezigheid van individuele kandidaat niet-coderende RNA moleculen in de muis 

zal gebeuren door de injectie van een korte DNA sequentie (oligo/antagomiR/mimic/adeno-geassocieerde 

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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virale vector). 

 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. 

 Het dier zal een aantal behandelingen ondergaan:  



 

 

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

een minimum te beperken. 

 Na vaststelling van de spreiding en het verwachte verschil per gen, op basis van de eerdere (in vitro) 

experimenten, zal gebruik worden gemaakt van de powerberekening obv de formule van Sachs om de 

definitieve groepsgrootten te berekenen. Ook kan dan de verwachte uitval gespecificeerd worden. 

 B. De dieren 

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

 Er zal gebruik worden gemaakt van zowel mannelijke als vrouwelijke muizen (mannelijk en vrouwelijke) met 

een Db-/- achtergrond en controle db  -/+ muizen. De muizen worden geleverd door een vergund fokbedrijf 

of andere vergunde (internationale) universiteiten.  

 

Per experiment/kandidaat molecuul schatten we in, op basis van onze ervaring, maximaal 160 muizen te 

gebruiken (40 per experimentele groep; 20 niet gemanipuleerde muizen en 20 muizen met gemanipuleerde 

kandidaatmolecuul expressie). Het aantal experimentele groepen per experiment is 4: 

In 5 jaar tijd zullen maximaal 16 kandidaat moleculen onderzocht worden met deze methode. In totaal 

wordt er dus geschat zo’n 2560 muizen nodig te hebben. 

 

Wanneer oligos worden gebruikt voor de manipulatie van het kandidaat molecuul, wordt gebruik gemaakt 

van 5-14 weken oude muizen. Wanneer gebruik wordt gemaakt van adeno-geassocieerde virale vectoren 

voor de manipulatie van het kandidaat molecuul, wordt gebruik gemaakt van neonatale muizen van WT 

drachtige moeders of 5-14 weken oude muizen. Wanneer gebruikt gemaakt wordt van neonatale muizen 

voor de injectie van het virus, wordt pas met angiotensine II begonnen zodra de muis volwassen is (8-12 

weken oud). 
 
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: Het hart is een complex orgaan dat uit meerdere celtypen bestaat en dat blootgesteld is aan 

elementen uit de circulatie (cellen, boodschappers waaronder RNA moleculen, voedingsstoffen, zuurstof 

etc). Als alternatief op dierproeven kunnen hartspiercellen worden blootgesteld aan media van bijvoorbeeld 

gekweekte ontstekingscellen om de interacties tussen deze celtypen na te bootsen (co-cultuur), of kunnen 

organoiden uit stamcellen worden gebruikt. Echter, deze benaderingen hebben een aantal cruciale 

tekortkomingen: 1) in geval van co-cultuur wordt de invloed van het lokale milieu van de cellen genegeerd; 

het extracellulaire klimaat en de overige buurcellen zoals endotheelcellen, fibroblasten, gladde spiercellen, 

dendritische cellen etc.; 2) in geval van co-cultuur  en organoiden zijn dit gekweekte cellen die niet alle 

eigenschappen van primaire en natuurlijk gedifferentieerde cellen in hun natuurlijke omgeving hebben; 3) 

elke hartspiercel wordt gevoed door een bloedvat, celexperimentele condities missen de gereguleerde 

aanwezigheid van circulerende substanties zoals glucose, insuline en vetzuren alsook circulerende RNA 

moleculen. De in vivo omgeving is dermate complex dat proefdieronderzoek een cruciaal onderdeel zal 

blijven van proefondervindelijk medisch onderzoek gericht op het vinden van medicijnen. Voor het komen 

tot nieuwe inzichten voor de behandeling van hartfalen is het daarom noodzakelijk om proefdieren te 

gebruiken. 

 

-vermindering: de statistische methode om tot een geschikte groepsgrootte te komen voor significante 

betekenisvolle resultaten, resultaten uit historische samples en uit in vitro onderzoek, het combineren van 

controlegroepen indien mogelijk, en de ervaring van de onderzoeksgroep met dit model, waarborgen het 

gebruik van zo min mogelijk dieren.  

 

-verfijning: het huidige model is een redelijk verfijnd model om het metabole syndroom te bestuderen, 

gezien er geen invasieve operaties bij komen kijken  en de muizen spontaan 

obesitas en diabetes ontwikkelen. Het huidige TAC model is het meest geaccepteerde en bestudeerde model 

om hartfalen te onderzoeken  Onze labtechnici worden continu getraind 

om de TAC operatie uit te voeren en te verfijnen en daardoor het ongerief voor de muizen zo veel mogelijk 

te beperken, en doen dit inmiddels zonder het sternum in te knippen. De hartfunctie wordt op een non-

invasie manier gemeten door middel van echo of MRI.  

 

 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. 

 Dieren krijgen op de dag van de minipompimplantatie/TAC operatie voorafgaand aan de operatie pijnstilling 

toegediend, en dit wordt zolang als nodig na operatie gegeven, gewoonlijk 1-3 dagen. Alle dieren worden 

dagelijks gemonitord en regelmatig gewogen en in geval van ziekte of pijn wordt een passende behandeling 

gezocht volgens vooraf vastgestelde humane eindpunten.  

 

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. 

 Dit betreft geen wettelijk vereist onderzoek. Er wordt uitgebreid literatuuronderzoek uitgevoerd om te 

voorkomen dat onnodig studies worden herhaald, en ook worden relevante congressen bezocht om zicht te 

houden op andere onderzoekers in het veld die aan gelijkaardige onderwerpen werken. 

 
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. 

                               De dieren krijgen peri-, per- en post-operatieve analgesie volgens geaccepteerde 

richtlijnen zoals GV SOLAS. De dieren worden intensief gemonitord en bij afwijkend gedrag wijzend op pijn 

of ontsteking zal gepaste pijnstilling/ontstekingsremming worden ingezet. 

De intracardale injectie in neonatale muizen wordt toegediend nadat de muizen tijdelijk en kortdurend op ijs 

hebben gelegen ter verdoving. 

 
I. Overige aantasting van het welzijn en maatregelen 

 Welke eventuele andere vormen van welzijnsaantasting worden voorzien? 

 -De neonatale dieren en hun moeders ondergaan lichte welzijnsaantasting in de vorm van verstoring van 

het nest. Tevens kan, wanneer toegepast, de intracardiale injectie leiden tot ongerief. Het virale construct 

zelf veroorzaakt geen ongerief.  

-Daarnaast kan afhankelijk van het kandidaat molecuul, meer of minder ongerief worden ervaren door de 

genmanipulatie. Dit is vooraf niet in te schatten. 

 

-AngII/TAC wordt toegepast om hartfalen te veroorzaken. Dit kan gepaard gaan met ademhalingsklachten 

en apathie.  

-De minipompimplantatie en het openknippen van de huid voor TAC operatie veroorzaken een huidwond die 

kan gaan  ontsteken of slecht helen tgv diabetes. De dieren kunnen verminderde mobiliteit ervaren. 

 

-db-/-: Deze dieren ontwikkelen diabetische symptomen, zoals overgewicht, hoog bloedsuiker gehalte, hoog 

insuline gehalte, polyurie, polydipsie, slechte wondheling en verminderde fysieke gezondheid.                               

 Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn. 
 
Angiotensine II induceert hartfalen in de muizen met bovenbenoemde symptomen.  

Het afbinden van de aorta (TAC) induceert een hoge cardiale druk in het linker ventrikel en uiteindelijk 

ontwikkelen de muizen hartfalen met bovenbenoemde symptomen. 



 

 

Db-/- knockout induceert obesitas en diabetes.                                          
 
Beschrijf welke maatregelen worden genomen om deze schadelijke effecten te voorkomen of waar mogelijk 

te minimaliseren. 
 De muizen worden dagelijks gemonitord en regelmatig gewogen om aantasting van hun welzijn tijdig te 

ontdekken, waarna een besluit zal worden genomen het dier al dan niet uit experiment te halen met het oog 

op de vastgestelde humane eindpunten. Diabete muizen krijgen aangepaste verzorging/ huisvesting 

passend bij het ziektemodel. 

Er wordt a-septisch gewerkt om ontsteking van de wond na minipompimplantatie resp. TAC operatie te 

voorkomen.  

Tevens wordt, wanneer nodig, in neonatale muizen de intracardiale injectie uitgevoerd onder 

hypothermische omstandigheden door een ervaren dierproef deskundige ter voorkoming van complicaties 

en ongerief.                               

 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. 

           De dieren zullen voortijdig ge-euthanaseerd worden bij: 

· open wond na minipompimplantatie met naar buiten komen van het pompje en en ontsteking die 

niet reageert op behandeling. 

· hartfalen ten gevolge van AngII-behandeling resp. TAC, gepaard met moeilijk ademhalen en 

apathie. 

· overige ziektes of condities welke ernstige pijn, ongerief of lijden indiceren. Db-/- muizen ervaren 

ernstige immobiliteit als gevolg van ernstig overgewicht en diabetes. Mate van ongerief wordt o.a. 

bepaald aan de hand van grimace scale, algemene indruk, activiteit, houding, gedrag, verzorging, 

verloop lichaamsconditie en gewicht, ademhaling,kleur mucosa, hartfunctiemetingen. 

 

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

 10% 

 
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. 

 
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. 

 Organen worden geexplanteerd tbv moleculair en histologisch onderzoek. 

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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DEC-advies PV 2016-007/   

Preambule; 
De vragen en de bijbehorende antwoorden, genummerd: 3.2 Doel, vraag 2 en 
antwoord daarop doen wij U vertrouwelijk toekomen indachtig op artikel 10 lid 1 
aanhef en onder f en g van de Wet Openbaarheid van Bestuur.

De DEC-UM verzoekt U eventuele aanvullende vragen rechtstreeks aan de 
aanvrager te stellen met een afschrift aan de DEC-UM.

A. Algemene gegevens over de procedure 
 

1. Aanvraagnummer: 10700 
 

2. Titel van het project: Niet-coderende RNA moleculen en het metabole syndroom: rol 

in ontsteking, insuline resistentie en hartfalen.
 

3. Titel van de NTS: Rol van nieuwe genen in de ontwikkeling van hartfalen. 

 
4. Type aanvraag: 

X   nieuwe aanvraag projectvergunning 
� wijziging van vergunning met nummer 

 
5. Contactgegevens DEC: 

- naam DEC: DEC-UM 

- telefoonnummer contactpersoon:  
- e-mailadres contactpersoon:  

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

X   ontvangen door DEC; 19-01-2017 
� aanvraag compleet 
X   in vergadering besproken; 27-01-2017 
� anderszins behandeld 
� termijnonderbreking(en) van / tot  
� besluit van CCD tot verlenging van de totale adviestermijn met 

maximaal 15 werkdagen  
� aanpassing aanvraag 
� advies aan CCD 

 
7. Geef aan of de aanvraag is afgestemd met de IvD en deze de instemming 

heeft van de IvD. 
 

De IvD geeft aan dat de aanvrager de aanvraag met de IvD heeft afgestemd en dat 

deze de instemming heeft van de IvD. Zie ook de verklaring van de 

vertegenwoordiger van de vergunninghouder onder punt 6 ondertekening van de 

aanvraag.  

 

8. Eventueel horen van aanvrager: N.V.T. 

 
9. Correspondentie met de aanvrager: 

- Datum; 03-02-2017  
 

8.
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- Gestelde vragen en antwoorden: 

3 Algemene projectbeschrijving 

3.1 Achtergrond 

Vraag: 

1. U geeft aan dat hyperaldosteronisme bij muizen leidt tot cardiale fibrosering. In 

hoeverre is bij de mens wetenschappelijk onderbouwd dat aldosteron c.q. 

hyperaldosteronisme leidt tot (analoge) cardiale fibrosering? 

Antwoord:

Ik verwijs naar een review van Patel en Mehta (2012) waarin de rol van het renine-

angiotensine-aldosteron systeem in diabetes en cardiovasculaire ziektes wordt beschreven. 

Hierin wordt duidelijk dat zowel angiotensine II (in dit PV als model gebruikt) als aldosteron 

cardiale fibrosering kunnen veroorzaken. Er is een recente review verschenen waarin wordt 

gesteld dat simultane inhibitie van RAAS componenten, inclusief aldosteron en angiotensine 

II, cardiale fibrosering verlaagt in patiënten met diabetes en hypertensie (Uijl E et al. From

ARB to ARNI in Cardiovascular Control. Curr Hypertens Rep. 2016 Dec;18(12):86). In ons 

muismodel is angiotensine II-behandeling voldoende om cardiale fibrosering te veroorzaken. 

3.2 Doel 

Vraag: 

1. Om de rol van miRNA en lncRNA te onderzoeken wordt o.a. gebruik gemaakt van 

antagomiR constructen. De DEC-UM vraagt zich af welke effecten deze hebben na 

toediening op het totale organisme en of deze effecten daarom een indirecte invloed 

hebben op het hartweefsel. 

Antwoord:

Het doel van het project is om de rol van niet-coderende RNA moleculen in hartfalen te 

onderzoeken in cel- en muizenmodellen van diabetes, obesitas en/of hypertensie 

(diabesotensie/metabool syndroom). Niet-coderende RNA moleculen kunnen buiten het hart 

ook processen in het lichaam beïnvloeden die tot hartfalen leiden, zoals de functie van de 

perifere vaten.  

3. U schrijft onder het kopje ‘samenhang’ dat “microvasculaire dysfunctie leidt tot 

ontsteking door verhoogde permeabiliteit van de vaten”. Is verhoogde 

vaatpermeabiliteit niet juist een gevolg van de ontsteking? En de ontsteking een 

gevolg van activatie van het endotheel?

Antwoord:  

De tekst is aangepast in:



Versie 10 februari 2017 

 

3 
 

 

Microvasculaire dysfunctie en ontsteking hebben een wisselwerking op elkaar; het door het 

metabole syndroom geactiveerde endotheel trekt ontstekingscellen aan, en op zijn beurt 

verhoogt ontsteking de permeabiliteit van de vaten. 

 

3.4 Onderzoeksstrategie 

3.4.1 

Vraag: 

1. De strategie omschrijft duidelijk de verschillende fases van het onderzoeksproject (in 

vitro tot patiënt). De DEC-UM vraagt om duidelijker aan te geven bij welke fase van 

het onderzoeksproject proefdieren noodzakelijk zijn. Verder vraagt de DEC-UM om 

de fase diermodellen duidelijker uit te werken met go/no-go beslismomenten op basis 

van de vraagstelling.  

Antwoord:  

In het PV, paragraaf 3.4.1, is nu per stap aangegeven of er nieuwe dierproeven nodig zijn, 

bijvoorbeeld als volgt: “Voor deze eerste stap van het onderzoek zijn derhalve geen 

dierproeven nodig”. Go/no-go beslismomenten zijn nu aangegeven in paragraaf 3.4.3 van het 

PV. 

2. Op welke basis wordt verwacht om tot 20 kandidaatgenen te komen vanuit de 60 

screened genen? 

Antwoord:  

In het PV hebben we geprobeerd dit als volgt te verduidelijken:  

We schatten in zo’n 20 kandidaatgenen te kiezen naar aanleiding van resultaten uit 

bovenstaande in vitro experimenten, om deze in stap 3) in vivo te bestuderen. Dit aantal is een 

schatting gebaseerd op 1) ervaring met het valideren van grootschalige genexpressie data, die 

in de praktijk in ±70% van de genen worden bevestigd, 2) het daarop volgende uitgebreide 

literatuuronderzoek om uit te sluiten dat de rol van een kandidaatgen al door andere 

onderzoekers wordt onderzocht, en 3) onze ervaring met het pre-valideren van de functies van 

kandidaatgenen middels in vitro celexperimenten, waaruit blijkt dat een klein deel van de 

kandidaatgenen geen actieve rol spelen in hartfalen processen.  

3. Wat is de relevantie van viraal hartfalen voor metabool syndroom-hartfalen? 

Antwoord:  

We verwijzen graag naar het antwoord op vraag 2 bij punt 3.2 Doel.  

4. Bij ‘validatie’: Hoe relevant is het bestuderen van moleculaire processen in neonatale 

primaire cellen ten opzichte van het ontwikkelen van hartfalen in volwassenen? 

Antwoord:  

Er zijn voor- en nadelen aan het gebruik van neonatale cellen voor de bestudering van 

“volwassen” hartfalen processen (Louch et al. J Mol Cell Cardiol. 2011 Sep; 51(3): 288–298). 

Voordeel is dat hartfalen in feite deels een herprogrammering van cardiomyocyten is richting 

neonatale genexpressie, wat dit model zeer representatief maakt. Aan de andere kant zijn deze 

cellen nooit volwassen geweest, dus ondergaan geen herprogrammering. Neonatale 

hartspiercellen zijn door hun relatieve toegankelijkheid (gemak van isolatie) en gemak om 

mee te kweken het meest gebruikte en geaccepteerde in vitro model van hypertrofie en 

hartfalen, zodat hier veel kennis over is.  

Bovenstaande is als nabeschouwing (NB) toegevoegd aan paragraaf 3.4.1 bij punt 2) 

“validatie in historische samples en in vitro modellen”. 

 

3.4.2 

Algemene opmerking: 

1. Niet alleen NSAIDs interfereren met ontsteking: er zijn aanwijzingen dat andere 

soorten pijnstillers (bv. opioiden) dit ook doen.  
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Dit is de reden dat in reuma-onderzoek bijvoorbeeld nooit pijnstilling mogelijk is. De 

DEC-UM adviseert U daar rekening mee te houden. Wellicht is het beter om op grond 

hiervan geen pijnstilling te gebruiken in de dieren waar ontsteking verwacht en 

gewenst wordt. Wanneer U hiervoor kiest, zult U ook de humane eindpunten scherper 

moeten omlijnen voor deze dieren. 

Antwoord:  

Dit is een belangrijk punt. De tekst in het PV is aangepast in:  

Omdat NSAID’s en opioïden interfereren met ontsteking, zal in geval dat ontsteking een 

primaire uitkomstmaat is, afgeweken worden van de GV SOLAS richtlijnen voor 

pijnbestrijding en geen analgesie toegepast worden. In dat geval worden de humane 

eindpunten nog scherper omlijnd. 

 

Vragen: 

1. De DEC-UM vraagt om duidelijker te omschrijven waarom de verschillende 

muizenmodellen noodzakelijk zijn. Aangezien de doelstelling aangeeft om meerdere 

risicofactoren te combineren en tevens de 5 pathofysiologische processen mee te 

nemen, lijken de muismodellen AngII + hoog vet dieet en TAC + hoog vet dieet de 

meest aangewezen modellen. Zie ook tabel 2. 

Antwoord:  

Zowel de bestudering van combinaties van risicofactoren als individuele risicofactoren in 

diermodellen is klinisch relevant; niet alle patiënten hebben dezelfde combinatie. Beide 

benaderingen zijn bovendien noodzakelijk om de exacte rol van kandidaatgenen te bepalen, 

bijvoorbeeld omdat drukoverbelasting en diabetes tegengestelde effecten kunnen hebben op 

cardiomyocyt metabolisme. Het is belangrijk te bepalen welke (combinatie van) 

risicofactoren welke moleculaire gevolgen heeft die worden bepaald door het kandidaatgen. 

De keuze voor een specifiek model zal afhangen van de combinatie van data die voortvloeit 

uit het historisch en in vitro onderzoek. Hiervan hebben we additionele voorbeelden gegeven 

in paragraaf 3.4.3. bij de keuzemomenten.  

2. Zou het niet beter zijn om de kansrijke kandidaten eerst te bestuderen in het 

diabesotensiemodel? U weet als het goed is in dit stadium al waar de miRNAs op 

inwerken en dus zou het testen in minder diermodellen kunnen plaatsvinden? 

Antwoord:  

Het doel zal altijd zijn het testen in zo min mogelijk dieren te laten plaatsvinden. We zijn het 

eens met uw constatering dat in dit stadium bekend is waar de miRNAs op inwerken en 

verwijzen graag naar het antwoord op vraag 1 van deze paragraaf. 

 

3.4.4 

Appendix 1 

Algemene opmerkingen:  

1. De DEC-UM vraagt zich af waarom gekozen wordt voor rat cardiale myocyten en niet 

voor muis, aangezien de diermodellen verder in de aanvraag allemaal muis zijn. 

Antwoord:  

Hartcellen uit rat en muis zijn vergelijkbaar. De keuze voor rat is gebaseerd op onze ervaring 

met deze cellen (>10 jaar), en op het feit dat er uit rattenharten meer cellen gehaald worden 

dan uit muizenharten.  

2. Hoe wordt eigenlijk de experimentele conditie hartfalen opgewekt bij cardiomyocyten in 

vitro? 

 

 

 



Versie 10 februari 2017 

 

5 
 

 

Antwoord:  

De cardiomyocyten worden blootgesteld aan hypertrofe stimuli, inclusief endotheline 1 en 

phenylephrine, die inwerken op de belangrijkste pro-hypertrofe receptoren, respectievelijk de 

GPCRs en adrenerge receptoren. Deze stimuli veroorzaken de activatie van hypertrofe 

genexpressie, waaronder de natriuretische peptiden BNP en ANF, die ook klinisch hartfalen 

kenmerken. 

 

Vragen: 

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters. 

1. Kunt U nader toelichten waarom bij de winning van cardiomyocyten bij hoog vet dieet 

enkel mannelijke dieren worden gebruikt en voor het overige dieren van beide geslachten? 

Antwoord:  

Bij de winning van alle adulte cardiomyocyten (niet enkel de dieren op hoog vet dieet) wordt 

gebruik gemaakt van enkel mannelijke dieren, omdat het doel van deze proeven is de bepaling 

van de rol van kandidaatgenen in cardiomyocyt metabolisme. Omdat estrogenen hierop van 

invloed zijn, kiezen we voor mannelijke dieren.  

Om te verduidelijken dat het om alle adulte dieren gaat, zijn we voor dit deel van de paragraaf 

een nieuwe alinea gestart. 

 

C. Hergebruik. 

2. De DEC-UM vraagt om te overwegen de moederdieren te hergebruiken voor volwassen 

myocyt isolatie. Kan er een interne fok opgezet worden zodat moederdieren meerdere 

nesten kunnen werpen? 

Antwoord:  

We verwijzen graag naar het antwoord op vorige vraag. Moederdieren zijn daarenboven 

hormonaal nog meer belast dan niet-zwangere vrouwelijke dieren. 

 

D. Vervanging, vermindering en verfijning. 

3. De DEC-UM vraagt zich af of een eerste reductie in kandidaatgenen mogelijk is op basis 

van geimmortaliseerde cellijnen ondanks hun beperkingen. 

Antwoord:  

Geimmortaliseerde cellijnen zijn met name bruikbaar bij het beantwoorden van specifieke 

subvragen die inzoomen op een moleculair proces, en waarbij bekend is dat de cellijnen 

hiervoor geschikt zijn. Bijvoorbeeld kunnen H9C2 cellen gebruikt worden voor het 

bestuderen van autofagie, een van de vele subprocessen van hartfalen. Hiertoe moeten 

hypothese en in vivo rol van het kandidaatgen reeds verder uitgekristalliseerd zijn. Helaas zijn 

de cellijnen niet geschikt om “hartfalen” op celniveau te bestuderen, en dit is wel nodig voor 

besluitvorming of een kandidaatgen verder bestudeerd moet worden in diermodellen.  

 

E. Herhaling. 

4. Hoe ondervangt U eventuele duplicatie. 

Antwoord:  

We hebben de suggestie als volgt verwerkt in alle appendices in de tekst bij E. Herhaling:  

Er wordt uitgebreid literatuuronderzoek uitgevoerd om te voorkomen dat onnodig studies 

worden herhaald, en ook worden relevante congressen bezocht om zicht te houden op andere 

onderzoekers in het veld die aan gelijkaardige onderwerpen werken. 

 

K. Classificatie van ongerief. 
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5. De appendix omvat geen normaal vet dieet gevoede ratten. Het lijkt dat Hoog vet dieet 

gevoede ratten ook een terminaal experiment is. De DEC-UM verzoekt het normale vet 

dieet nader te omschrijven. 

Antwoord:  

Het normale vet dieet is net als het hoog vet dieet een synthetisch dieet. Het reguliere “chow” 

dieet is niet synthetisch zodat de inhoud van dit dieet niet gematcht is met die van het hoog 

vet dieet. Matching op inhoud van dieet is belangrijk, omdat enkel de aanwezigheid van 

vetten in het dieet verschillend dient te zijn.  

De appendix was inderdaad incompleet, en is nu aangevuld met een groep ratten die, naast de 

hoog vet dieet gevoerde ratten, een normaal vet dieet krijgen. Deze aanpassingen zijn in grijs 

gemarkeerd in paragrafen A, B en I. Ons inziens blijft de classificatie van de normaal vet 

dieet gevoerde ratten “terminaal”, omdat dit dieet geen ongerief veroorzaakt. 

 

Appendix 2 

Algemene opmerking:  

1. De DEC-UM vraagt zich af of splenocytes ook kunnen gebruikt worden voor de isolatie 

van immuuncellen, waardoor minder dieren nodig zijn. 

Antwoord: dit is helaas niet mogelijk, omdat 1) de overgrote meerderheid immuuncellen in 

de milt uit B cellen bestaat, en 2) de minderheid aan monocyt/macrofagen die uit de milt 

worden geïsoleerd al ver doorgedifferentieerd zijn. Beenmergcellen hebben als voordeel dat 

ze in kweek sterk vermeerderd kunnen worden terwijl ze differentiëren richting macrofaag. 

 

Vragen: 

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters. 

1. App 2-3 en 4: Waarom wordt de huid gekliefd middels knippen i.p.v. snijden? 

Antwoord:  

Zo wordt dit in de goedgekeurde SOPs voorgesteld.  

 

D. Vervanging, vermindering en verfijning. 

2. App 1 t/m 7: De DEC-UM vraagt zich af wat de zo humaan mogelijke wijze van 

opoffering inhoudt. 

Antwoord:  

Dit is een overbodige zin want het spreekt voor zich dat de opoffering van dieren op humane 

wijze gebeurt, dit wil zeggen zonder dat het dier dit merkt. De zin is verwijderd uit de 

appendices. 

 

Appendix 3 

Algemene opmerkingen:  

1. App 1 t/m 7(waar van toepassing): In de laatste alinea van A wordt gemeld dat de 

formule van Sachs wordt gebruikt om de groepsgrootte te berekenen, terwijl in B de 

groepsgrootte nu al bekend lijkt. Kunt U dit toelichten? De DEC-UM vraagt zich af of er 

een inschatting kan gegeven worden van de spreiding en het verwachte verschil.  

Hoeveel dieren worden er maximum per groep verwacht en welke onderbouwing wordt 

hiervoor gehanteerd? Kan uitval gespecifieerd worden?  

Antwoord: 

De gegeven aantallen zijn een schatting op basis van onze historische ervaring.  

Per experiment zal in een later stadium het definitief benodigde aantal dieren berekend 

worden met de formule van Sachs, zodra per gen en op basis van de eerdere (in vitro) 

experimenten de spreiding en het verwachte verschil bekend zijn. Ook kan uitval dan 

gespecificeerd worden. 
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In de appendices is dit als volgt aangepast:  

- onder A: 

Na vaststelling van de spreiding en het verwachte verschil per gen, op basis van de eerdere (in 

vitro) experimenten, zal gebruik worden gemaakt van de powerberekening o.b.v. de formule 

van Sachs om de definitieve groepsgrootten te berekenen. Ook kan dan de verwachte uitval 

gespecificeerd worden. 

- onder B:  

Per experimentele groep schatten we in, op basis van onze ervaring, maximaal 40 muizen te 

gebruiken (20 niet gemanipuleerde muizen en 20 muizen met gemanipuleerde 

kandidaatmolecuul expressie). 

Vraag:  

Waarom 80 x 6 en niet 80 x 10 bij 10 kandidaat moleculen? Hoe verloopt de berekening 

van de groepsgrootte en hoe is eventuele uitval verdisconteerd? 

Antwoord: 

De gegeven aantallen zijn schattingen van het maximum aan dieren; eventuele uitval is hierin 

meegenomen maar deze kan pas definitief vastgesteld worden per gen na het uitvoeren van de 

voorafgaande (in vitro) experimenten. Omdat het om schattingen gaat voor het maximaal 

benodigde aantal dieren, en de verschillende experimentele aanpakken nu in 1 appendix 

worden samengenomen, is besloten om de weergave van de maximum aantallen in appendix 3 

en 4 te vereenvoudigen. We gaan nu uit van maximaal 4 experimentele groepen per 

experiment per kandidaatgen, en hebben de aantallen hierop berekend. Pas bij het bekend 

worden van de experimentele aanpak o.b.v. de eerste in vitro experimenten kunnen aantallen 

definitief worden berekend in werkprotocollen. 

 

Vraag: 

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters. 

1. Uitleg noot 1 en 2 ontbreekt. 

Antwoord:  

Uitleg is toegevoegd en grijs gemarkeerd. 

 

Appendix 5 

Vragen: 

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters. 

1. Kunt U het waarom van de drie genoemde tijdsmomenten ter bestudering van het 

ziekteverloop nader onderbouwen? 

Antwoord: 

Er is nu gekozen om de experimentele aanpak uit appendix 5 pas in stap 4, de tweede in vivo 

validatiestap, uit te voeren. Op dat moment is duidelijk welk tijdsmoment na CVB3 infectie 

we willen bestuderen, afhankelijk van welke primaire uitkomstparameter naar voren komt uit 

stap 3, de eerste in vivo validatie stap. De experimentele aanpak uit appendix 5 is nu 

geïncludeerd in appendix 3.  

 

B. De Dieren. 

2. In appendix 3 worden 10 kandidaatgenen onderzocht. Hier wordt aangegeven dat dit 15 

kandidaatgenen zijn.  

De DEC-UM gaat ervan uit dat in beide diermodellen dezelfde genen getest worden. 

Indien dit niet zo is, graag een duidelijke onderbouwing. Welk aantal dieren is correct? 
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Antwoord: 

Na het opnieuw bepalen van het stappenplan is besloten in stap 4, waarbij ook CVB3-infectie 

hoort, maximaal 16 kandidaatgenen te onderzoeken.  

Zonder de resultaten van de historische en in vitro vooronderzoeken (stappen 1 en 2) kunnen 

we slechts gissen naar het aantal genen dat betrokken blijkt te zijn bij ontsteking, relevant 

voor het CVB3 experiment. Bij de huidige berekeningen gaan we er daarom van uit dat alle 

kandidaatgenen die door de eerste in vivo validatie in stap 3) komen een rol in ontsteking 

blijken te spelen. In werkelijkheid zullen deze aantallen lager liggen, maar hierover zijn 

voorafgaand aan het completeren van stappen 1) en 2) geen uitspraken te doen. De aantallen 

zijn aangepast en grijs gemarkeerd in appendix 3 onder B en in de tabel in K.  

De aantallen zijn ook aangepast en grijs gemarkeerd in de NTS: 

Muizen: totaal 18848 (100%) 

1. terminaal experiment: 288 (2%)  

3. ongerief is matig:  17920 (95%) 

4. ongerief is ernstig: 640 (3%) 

 

J. Humane eindpunten. 

3. Misstaan koorts en dehydratie (ten gevolge van diarree) hier niet daar het een enteraal 

virus betreft? 

Antwoord: 

Dit is correct, nu toegevoegd aan J in appendix 3: 

Koorts en dehydratie ten gevolge van CVB3-infectie. 

 

Appendix 6 

Vraag: 

F. Huisvesting en verzorging. 

1. Wat is aangepaste huisvesting van dieren met diabetes mellitus? 

Antwoord: 

Er wordt aangegeven dat de dieren geen aangepaste huisvesting nodig hebben. Wel drinken 

dieren met diabetes mellitus extra veel, en zullen de waterflessen mogelijk vaker worden 

bijgevuld.  

 

Appendix 7 

Vraag: 

B. De Dieren. 

1. Deze bijlage beschrijft een dierproef met het meest ernstige ongerief. Op basis van alle 

voorgaande dierexperimenten zou bijvoorbeeld een drietal miRNA’s uit de bus kunnen 

komen als meest veelbelovend.  

Waarom bent U voornemens hier weer 10 kandidaatgenen te testen en niet bijvoorbeeld de 

drie meest veelbelovende? Hetzelfde zou gezegd kunnen worden mutatis mutandis over de 

vorige bijlage waar ook maar liefst 10 kandidaatgenen worden getest. Kunt U de 

groepsgrootte van 25 dieren in deze bijlage nader onderbouwen. 

Antwoord: 

We gaan ervan uit dat 16 van de 20 kandidaatgenen in de eerste ronde in vivo experimenten 

(stap 3 en bijlage 3) een rol blijken te spelen in hartfalen, en daarom verder onderzocht 

worden in deze tweede ronde (stap 4 en bijlage 4).  

Deze kans is reëel, omdat het vooronderzoek met historische monsters en in vitro 

experimenten gedegen is, en in het verleden heeft uitgewezen tot een goede 

kandidaatgenselectie te leiden. De geschatte groepsgrootte is op 20 gezet voor alle 

experimenten. 
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- Datum antwoord; 01-03-2017 
- Verstrekte antwoorden; Zie hierboven 
- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag.  

 
10. Eventuele adviezen door experts: N.V.T. 

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling) 
 
1. 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 
 

2. De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag. 
 

3. Is de DEC competent om hierover te adviseren? JA 
 

4. 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. Het is helder welke handelingen en ongerief individuele dieren zullen 

ondergaan. De DEC-UM 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-UM 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 Wet Natuurbescherming).  
 

Voor zover de DEC-UM de mogelijke tegenstrijdigheid kan beoordelen is er ‘geen 

aanleiding’ (of ‘aanleiding’) om deze strijdigheid met andere wettelijke bepalingen 

aanwezig te achten. De DEC-UM wil wel vooropstellen dat deze signaleringsfunctie 

niet tot de taken van de DEC behoort. Mochten de DEC-UM signalen bereiken 

aangaande mogelijke tegenstrijdigheid met wettelijke bepalingen dan zal zij 

onverwijld de vergunninghouder daarvan op de hoogte stellen. 

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.  
  
Het projectvoorstel heeft inderdaad kenmerken van zowel fundamenteel als 

translationeel onderzoek 
 

 

 



Versie 10 februari 2017 

 

10 
 

 

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 het project is om de rol van niet-coderendeRNA moleculen in 

hartfalen te onderzoeken in cel- en muizenmodellen van diabetes, obesitas en/of 

hypertensie (diabesotensie/metaboolsyndroom). 

Het uiteindelijke doel is het verkrijgen van nieuwe fundamentele inzichten in 

processen die ten grondslag liggen aan de ontwikkeling van hartfalen. 

Het betreft hier een fundamenteel en translationeel project.  

Er is binnen dit project wel een reële relatie tussen het directe doel en het 

uiteindelijke doel. De DEC-UM acht het waarschijnlijk dat het uiteindelijke doel 

behaald zal worden binnen de duur van dit project.  

De aanvrager heeft helder gemaakt wat de status van het onderzoeksveld is en wat 

de bijdrage van dit project aan het onderzoeksveld zal zijn.  

Uit de aanvraag blijkt dat de kennis van de mechanismen die ten grondslag liggen 

aan de ontwikkeling van hartfalen op dit moment nog beperkt is, dat deze kennis 

noodzakelijk is voor het ontwikkelen van nieuwe behandelingsmogelijkheden en dat 

daar op dit terrein ook behoefte aan is. De DEC-UM is van mening dat het directe 

doel, het onderzoeken van de rol van niet-coderendeRNA moleculen in hartfalen in 

cel- en muizenmodellen van diabetes, obesitas en/of hypertensie 

(diabesotensie/metaboolsyndroom), gerechtvaardigd is 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 fundamenteel en toegepast 

wetenschappelijke project, dat gericht is op het verkrijgen van nieuwe fundamentele 

inzichten in processen die ten grondslag liggen aan de ontwikkeling van (metabool) 

hartfalen (HfpEF), zijn de proefdieren, de onderzoekers, de doelgroep, d.w.z. 

personen die hartfalen ontwikkelen en hun naasten, en ook de medische wetenschap 

en de samenleving als geheel.  

Waarden die voor de proefdieren in het geding zijn: De integriteit van de dieren zal 

worden aangetast door de experimentele handelingen en het leven met de gevolgen 

daarvan gedurende de proeven en de opoffering aan het eind daarvan. Ze zullen 

verschillende categorieën ongerief ondervinden. 

Waarden die voor de onderzoekers bevorderd worden: De onderzoekers zullen 

medisch-wetenschappelijke kennis verkrijgen en delen met de medisch-

wetenschappelijke gemeenschap. De onderzoekers vergaren kennis over de 

pathofysiologische processen die bijdragen aan de ontwikkeling van HfpEF. Daardoor 

wordt het mogelijk nieuwe therapeutische targets te identificeren en tracht men te 

komen tot effectieve behandelwijzen met “therapie-op-maat”.  

Waarden die voor de patiënten bevorderd worden: Verbeterde therapie en vergrote 

levensverwachting. Daardoor kan de kwaliteit van leven verbeterd worden van deze 

patiënten en hun naasten. 

Groei van medische kennis op een gebied waar daaraan behoefte is, wordt eveneens 

bevorderd door het onderhavige onderzoek. Hartfalen is in Nederland een belangrijke 

oorzaak van overlijden. Daarom heeft dit onderzoek ook belang voor de samenleving 

als geheel. 

       
6. Is er aanleiding voor de DEC om de in de aanvraag beschreven effecten op het milieu 

in twijfel te trekken? 
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Voor zover de DEC-UM 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-UM wil wel vooropstellen dat deze 

signaleringsfunctie niet tot de taken van de DEC behoort.  

Mochten de DEC-UM signalen bereiken aangaande mogelijke effecten op het milieu 

dan zal zij onverwijld de vergunninghouder daarvan op de hoogte stellen. 

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-UM kan beoordelen zijn de kennis en kunde van de 

onderzoeksgroep adequaat gezien de wetenschappelijke output, de verworven 

interne- en externe financiering 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-UM 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-UM 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. N.V.T. 

 
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-UM heeft zich ervan verzekerd dat zulks het geval is op basis van de daartoe 

strekkende verklaring (in duplo) van zowel de vertegenwoordiger van de 

vergunninghouder, als de aanvrager onder respectievelijk punt 6 der ondertekening 

van de aanvraag en punt F in de bijlagen.  

 
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).  
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De DEC-UM 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 de dieren zal worden aangetast door: De experimentele 

handelingen en het leven met de gevolgen daarvan gedurende de proeven. Vrijwel 

alle dieren worden aan het eind van de proef opgeofferd. 

  
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-UM zijn de humane eindpunten zorgvuldig beschreven 

en is de inschatting van het percentage dieren dat naar verwachting een humaan 
eindpunt zal bereiken eveneens zorgvuldig beschreven 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 DEC-UM is van mening dat de doelstellingen van de proef niet behaald kunnen 

worden, anders dan met de aangevraagde dieren, daar geschikte 

vervangingsalternatieven ontbreken, zoals beschreven in onderhavig projectvoorstel. 

 
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-UM 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.  

 
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-UM 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 zonder dat dit het behalen van de doelstelling in de weg staat. 

Hierbij heeft de DEC-UM 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. 
 
Het betreft hier geen wettelijk vereist onderzoek. 
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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). 
 

De aanvrager zal in het project gebruik maken van zowel mannelijke als vrouwelijke 

dieren. De DEC-UM is van mening dat de aanvrager in voldoende mate 

wetenschappelijk heeft onderbouwd dat het om de doelstellingen te bereiken 

noodzakelijk is om in voorkomende gevallen de proeven met dieren van eenvormig 

geslacht uit te voeren.  
 
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-UM 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-UM is zulks het geval. 

D. Ethische afweging 

 
1. Benoem de centrale morele vraag. 
 
Rechtvaardigt het verkrijgen van nieuwe fundamentele inzichten in processen die ten 

grondslag liggen aan de ontwikkeling van (metabool) hartfalen, de opoffering en het 

ongerief dat de dieren wordt aangedaan in het voorliggende project “Niet-coderende RNA 

moleculen en het metabole syndroom: rol in ontsteking, insuline resistentie en 

hartfalen?” 

 
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. 

 
Waarden die voor de proefdieren in het geding zijn: matig tot ernstig nadeel. 

Waarden die voor onderzoekers bevorderd worden: substantieel voordeel. 

Waarden die voor de doelgroep bevorderd worden: substantieel voordeel. 
Algemeen: relevante groei van medische kennis. 
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De DEC-UM is van mening dat de belangen van de samenleving in het algemeen en van 

hartpatiënten en hun naasten in het bijzonder binnen het project Niet-coderende RNA 

moleculen en het metabole syndroom: rol in ontsteking, insuline resistentie en hartfalen 

zwaarder wegen dan de belangen/waarden van de proefdieren. Voor de betrokken 

proefdieren leiden deze proeven grotendeels tot de dood na verschillende categorieën 

van ongerief: licht ongerief/matig ongerief/ernstig ongerief.  

De dieren worden door de experimenten in hun welzijn geschaad. De integriteit van de 

dieren zal worden aangetast door de experimentele handelingen en het leven met de 

gevolgen daarvan gedurende de proeven en de opoffering aan het eind daarvan.  

Indien de doelstellingen bereikt worden, zal dit project echter leiden tot uitbreiding van 

de kennis van de mechanismen die ten grondslag liggen aan de ontwikkeling van 

(metabool) hartfalen. Deze kennis is op dit moment nog beperkt, maar deze kennis is 

wel noodzakelijk voor het ontwikkelen van nieuwe behandelingsmogelijkheden van 

hartfalen. In de kliniek is bij metabool hartfalen behoefte aan meer kennis en 

effectievere therapie. Hierdoor kan de levensverwachting, de ziektelast en uiteindelijk 

ook de kwaliteit van leven verbeterd worden van deze patiënten en hun naasten. 

Metabool hartfalen (HfpEF) komt veel voor. Daarom heeft dit onderzoek ook belang voor 

de samenleving als geheel. Vandaar dat de DEC-UM het onderhavige onderzoek van 

substantieel belang acht. 

Het is aannemelijk dat de doelstelling behaald zal worden. De onderzoekers zullen zoveel 

mogelijk trachten het lijden van de dieren te beperken d.m.v. pijnbestrijding, waardoor 

het werkelijke ongerief van de dieren beperkt blijft in relatie tot het te behalen voordeel.  
 
3. Beantwoord de centrale morele vraag.  

 
De DEC-UM beantwoordt de centrale morele vraag:” Rechtvaardigt het verkrijgen van 

kennis over nieuwe fundamentele inzichten in processen die ten grondslag liggen aan de 

ontwikkeling van (metabool) hartfalen, de opoffering en het ongerief dat de dieren wordt 

aangedaan in het voorliggende project “Niet-coderende RNA moleculen en het metabole 

syndroom: rol in ontsteking, insuline resistentie en hartfalen?” bevestigend.  

Hoewel de DEC-UM de intrinsieke waarde van het dier onderschrijft en oog heeft voor het 

te ondergane ongerief van de proefdieren, weegt het substantiële belang van dit project 

naar haar mening zwaarder. 

De DEC-UM is van mening dat de voorgestelde experimentele opzet en de 

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 en gedurende 

het project blijven de onderzoekers zich daarvan vergewissen. 

In de gekozen strategie wordt op bevredigende wijze tegemoet gekomen aan de 

vereisten van vervanging, vermindering en verfijning.  

De DEC-UM 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. 

Er zijn voldoende go/no go momenten voorzien om onnodige dierproeven te vermijden. 

De DEC-UM 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-UM de voorgestelde dierproeven in 

het projectvoorstel “Niet-coderende RNA moleculen en het metabole syndroom: rol in 

ontsteking, insuline resistentie en hartfalen” als ethisch gerechtvaardigd. Derhalve 

voorziet de DEC-UM het projectvoorstel Niet-coderende RNA moleculen en het metabole 

syndroom: rol in ontsteking, insuline resistentie en hartfalen van een positief advies. 
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E. Advies 
 
1. Advies aan de CCD 

X  De DEC adviseert de vergunning te verlenen. 
 

2. Het uitgebrachte advies is unaniem tot stand gekomen. 
 
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.  

     Daarenboven is de DEC-UM niet gewoon projectaanvragen buiten de context c.q. haar 

     verantwoordelijkheid en competentie te beoordelen. 



9.
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             1 Algemene gegevens  
 
1.1 Vul uw deelnemernummer 

van de NVWA in. 
 
 

10700 
 
 

1.2 Vul de naam van de 
instelling of organisatie in. 

Universiteit Maastricht 
 
    1.3 Vul de titel van het project 

in.  
Niet-coderende RNA moleculen en het metabole syndroom: rol in 
ontsteking, insuline resistentie en hartfalen 

 
 

 

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. 
 
1. Geef in geval van ‘wettelijk vereiste dierproeven’ aan welke wettelijke eisen (in relatie tot beoogd 

gebruik en markttoelating) van toepassing zijn. 
2. Geef in geval van ‘routinematige productie’ aan welk(e) product(en) het betreft en voor welke 

toepassing(en). 
3. 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 
 
1. Dit format gebruikt u om uw projectvoorstel van de 

dierproeven te schrijven 
2. Bij dit format hoort de bijlage Beschrijving dierproeven. Per 

type dierproef moet u deze bijlage toevoegen. 
3. Meer informatie over het projectvoorstel vindt u op de 

website www.centralecommissiedierproeven.nl. 
4. Of neem telefonisch contact op. (0900-2800028). 
 

12.



 

 

Metabool hartfalen, een complex ziektebeeld 
Metabool hartfalen 

Hartfalen met een behouden ejectie fractie, ook wel HFpEF en metabool hartfalen genoemd, is een 
groeiend klinisch en maatschappelijk probleem dat voortvloeit uit de risicofactoren horend bij een 
moderne levensstijl, samenvattend het metabole syndroom. Een kwart van de wereldpopulatie lijdt aan 
het metabole syndroom, waarbij de meerderheid een combinatie heeft van type 2 diabetes, obesitas en 
hypertensie, ook wel “diabesotensie” genoemd (Sharabi 2012). De 5 pathofysiologische processen die 

ten grondslag liggen aan de morbiditeit en mortaliteit van het metabole syndroom zijn 1) 
microvasculaire (endotheel) dysfunctie, 2) ontsteking, 3) cardiomyocyt hypertrofie, 4) 
metabole veranderingen in cardiomyocyten en ontstekingscellen ten gevolge van o.m. insuline 
resistentie en hypertensie, en eindorgaanschade met 5) bindweefselafzetting/fibrose in bijvoorbeeld 
het hart (Aroor 2013, Schroen 2012). Deze 5 pathofysiologische processen leiden uiteindelijk tot 
hartfalen, waarbij er hoofdzakelijk hartfalen met behouden ejectiefractie (HFpEF) ofwel “metabool 

hartfalen” wordt gezien (Paulus 2013). Een van de belangrijkste kenmerken van HFpEF is diastolische 
dysfunctie, oftewel een stijf hart dat moeilijk ontspant (Paulus 2013).  
 
Immuunsysteem  
In welke mate het immuunsysteem en externe pathogenen bijdragen aan hartfalen al dan niet in 
combinatie met bovenstaande risicofactoren is nog onbekend. Recent vond onze groep dat virale 
aanwezigheid in het hart, van relatief onschuldige verkoudheids- en enterovirussen zoals parvovirus B19 
en coxsackievirus B3, in combinatie met andere risicofactoren de prognose van hartfalen patiënten 
verslechtert (Hazebroek 2015).  
Ook is de overleving en hartfunctiebehoud na een myocardinfarct steeds beter door betere en snellere 
behandelingen. Echter, de 5 pathofysiologische processen van HFpEF spelen in het hart na het overleven 
van een myocardinfarct ook een centrale rol, en ook hier is het onbekend wat de interactie is tussen het 
geactiveerde immuunsysteem na een myocardinfarct en de aanwezigheid van diabesotensie. Zowel de 
infectie met relatief onschuldige virussen als het overleven van een myocardinfarct kunnen als 
additionele risicofactoren voor hartfalen worden beschouwd, waarbij immuunactivatie mogelijk een 
belangrijke rol speelt.  
 
Helaas kan de cardioloog een patiënt met HFpEF – in tegenstelling tot iemand met hartfalen met 
verlaagde ejectiefractie – geen effectief geneesmiddel aanbieden, waardoor de levenskwaliteit van HFpEF 
patiënten sterk verlaagd wordt en de mortaliteit wereldwijd exponentieel toeneemt met de groeiende 
obese en oudere populatie (Nanayakkara S 2015, Horgan 2014). Om een betere behandeling van HFpEF 
mogelijk te maken is er kennis nodig van de onderliggende pathofysiologische en moleculaire processen, 
waaronder de (relatieve) bijdragen en interacties van bovengenoemde 5 processen in de diverse organen 
en systemen die aangedaan zijn tijdens het metabole syndroom, zoals hart, lever, nieren, longen, het 
zenuwstelsel, het vetweefsel, de pancreas en de skeletspieren.  
 
Huidige stand van zaken 

Het is bekend dat de 5 pathofysiologische processen die hierboven beschreven staan, allen bijdragen aan 
de ontwikkeling van HFpEF. Echter, de (combinatie van) risicofactoren die bijdragen aan de ziekte 
verschillen per patiënt. Het falen van de vele klinische trials waarbij HFpEF als 1 ziekte werd beschouwd 
(Nanayakkara 2015), onderstreept het belang van patiënten stratificatie om te komen tot effectieve 
behandelwijzen met “therapie-op-maat”. De cardioloog heeft te maken met 2 problemen: 1) wat is de 
impact van de diverse risicofactoren en hiermee gepaard gaande pathofysiologische processen op het 
ziekteverloop in HFpEF patiënten?, en 2) welke therapie-op-maat kan worden aangeboden? Er is grote 
behoefte aan nieuwe therapeutische targets, die er alleen kunnen komen als er meer inzicht komt in de 
onderliggende mechanismen (Nanayakkara 2015). Dit project heeft als doel meer inzicht te verkrijgen in 
de moleculaire processen betrokken bij de pathofysiologische mechanismen van HFpEF en daarmee 
nieuwe therapautische targets te identificeren. Onze groep maakt zich daarnaast sterk om de HFpEF 
patientenpopulatie te helpen stratificeren in samenwerking met cardiologen, radiologen en fysiologen.  
 
Schematisch  

Diabesotensie/ metabool syndroom ± immuunactivatie >>> pathofysiologische mechanismen (in 



 

 

willekeurige volgorde: cardiale microvasculaire dysfunctie, ontsteking, cardiomyocyt hypertrofie, 
metabole veranderingen in cardiomyocyten en ontstekingscellen, en bindweefselvorming) >>> 
HFpEF/metabool hartfalen 
 
Niet-coderende RNA moleculen spelen belangrijke rollen in pathofysiologische processen  
De helft van het zoogdierengenoom bestaat uit niet-eiwit-coderende genen. De hieruit voortkomende 
niet-coderende RNA moleculen, waaronder microRNAs en “long non-coding RNAs” (lncRNAs), spelen een 

rol in alle (patho)biologische processen, ook in processen die leiden tot hartfalen (Schroen 2012). Recent 
heeft ons lab bijvoorbeeld aangetoond dat het niet-coderende  tijdens hypertensie 
de ontstekingsrespons van het hart controleert en bijdraagt aan de ontwikkeling van humaan en muis 
hartfalen (Heymans 2013). Ook zijn specifieke lncRNAs gevonden met een role in humaan en muis 
hartfalen (Ounzain 2015). Echter, de rol van niet-coderende RNA moleculen, waaronder , in de 5 
pathofysiologische processen die ten grondslag liggen aan HFpEF is grotendeels onbekend. Om te komen 
tot nieuwe inzichten in de moleculaire processen betrokken bij de pathofysiologische mechanismen van 
HFpEF en de identificatie van nieuwe therapeutische targets, zal dit project zich daarom richten op de rol 
van niet-coderende RNA moleculen. 
 
Translationeel potentieel: 
Niet-coderende RNA moleculen vormen een even grote groep genen als de eiwit-coderende genen. Niet-
coderende RNA moleculen zijn relatief makkelijk te remmen met specifieke medicijnen (bvb 
“antagomirs”), waarvoor de eerste klinische trials al lopen. Het feit in aanmerking nemend dat voor de 
grote en groeiende groep HFpEF patiënten nog geen therapie beschikbaar is, biedt het exploreren van de 
rol en mogelijkheden van deze grote groep genen een ongekend therapeutisch potentieel.  
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3.2 Doel  

 Beschrijf de algemene doelstelling en haalbaarheid van het project. 
 
4. 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?  
5. In geval het een ander dan een onderzoeksdoel betreft: in welke concrete behoefte voorziet dit 

project? 
 Het doel van het project is om de rol van niet-coderende RNA moleculen in hartweefselfalen te 
onderzoeken in cel- en muizenmodellen van diabetes, obesitas en/of hypertensie 
(diabesotensie/metabool syndroom). Niet-coderende RNA moleculen kunnen buiten het hart ook 
processen in het lichaam beinvloeden die tot hartfalen leiden, zoals de functie van de perifere vaten. 
 
De wetenschappelijke hypotheses die in dit PV worden getoetst zijn:  
Niet-coderende RNA moleculen dragen bij aan de ontwikkeling van hartfalen ten gevolge van het 
metabole syndroom door 

1) en 2) Het reguleren van cardiomyocyt functie, waaronder 1) hypertrofie (celgroei) en 2) 
cel metabolisme, tijdens diabetes, obesitas, hypertensie, en/of virale aanwezigheid; 
3) Het reguleren van microvasculaire functie tijdens diabetes, obesitas, hypertensie, en/of 
virale aanwezigheid; 
4) Het reguleren van ontstekingsresponsen tijdens diabetes, obesitas, hypertensie, en/of 
virale aanwezigheid;  
5) Het reguleren van bindweefselvorming in het hart tijdens diabetes, obesitas, hypertensie, 
en/of virale aanwezigheid. 

 



 

 

Samenhang tussen hypothesen a-d 
De 5 pathofysiologische processen die ten grondslag liggen aan de ontwikkeling van hartfalen, en die 
worden aangeschakeld door de risicofactoren horend bij het metabole syndroom, beïnvloeden elkaar. 
Microvasculaire dysfunctie en ontsteking hebben een wisselwerking op elkaar; het door het metabole 
syndroom geactiveerde endotheel trekt ontstekingscellen aan, en op zijn beurt verhoogt ontsteking de 
permeabiliteit van de vaten. Tegelijkertijd verlaagt microvasculaire dysfunctie de toevoer van 
voedingsstoffen en zuurstof naar de cardiomyocyt, leidend tot cardiomyocyt dysfunctie. Cardiomyocyt 
dysfunctie en onsteking worden verergerd door verhoogde activatie van het renine-angiotensine-
aldosteron systeem en het veranderde aanbod van circulerende suikers en vetzuren tijdens 
diabesotensie, en leiden tot apoptose van diverse celtypen en bindweefselvorming. 
 
De haalbaarheid van het project wordt ondersteund door: 

a. De beschikbaarheid van diverse cel- en muizenmodellen van hartfalen binnen het instituut. 
b. De toegang tot fenotyperingsapparatuur en –expertise binnen het instituut, alsook de gevestigde 

moleculaire infrastructuur. 
c. De moleculaire en pathofysiologische achtergrond van de PI en haar integratie in de kliniek 

(staflid).  
De beschikking over subsidiegelden van de PI die aan het doel van dit project besteed dienen te worden, 
en de expertise van de PI met diermodellen. 

 
3.3 Belang  

 Beschrijf het wetenschappelijk en/of maatschappelijk belang van de hierboven beschreven 
doelstelling(en). 
 Hartfalen is een progressieve en ernstig invaliderende aandoening met een slechte prognose waarvoor 
geen therapie beschikbaar is anders dan symptoombestrijding. Volgens statistieken van de Nederlandse 
Hartstichting en het RIVM leven er in Nederland zo’n 200.000 mensen met hartfalen, waarvan de helft 
HFpEF heeft. De helft van de patiënten overlijdt binnen 5 jaar na diagnose, waarbij er voor de HFpEF 
populatie geen effectieve behandeling voorhanden is. Risicofactoren voor de ontwikkeling van HFpEF zijn 
hoge bloeddruk, (pre-)diabetes en obesitas. Veel patiënten hebben een combinatie van deze 
risicofactoren (diabesotensie), maar zelden worden de risicofactoren tezamen bestudeerd. Tevens is over 
de progressie van prediabetes naar vergevorderd diabetes niet veel bekend, daarom worden modellen 
bestudeerd. Deze fundamentele en translationele studie zal bijdragen aan de opheldering van de 
mechanismen die leiden tot HFpEF, door de combinatie van hoge bloeddruk, (pre-)diabetes en obesitas 
als uitgangspunt te nemen, en de rol van niet-coderende RNA moleculen te bestuderen die in deze 
condities geïmpliceerd zijn. Op termijn hopen we met de vergaarde kennis te helpen voorkomen dat 
mensen hartfalen ontwikkelen danwel hieraan overlijden. Dit is zowel sociaal als economisch van grote 
maatschappelijke relevantie. 

 
3.4 Onderzoeksstrategie 

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

 
1) Kandidaatgenen 
Uit diverse reeds gecompleteerde screens voor identificatie van niet-coderende RNA moleculen betrokken 
bij processen die hartfalen beïnvloeden, zijn kandidaat moleculen voor in vivo bestudering geselecteerd:  

· in vitro screen van 194 microRNAs, waarbij deze tot overexpressie zijn gebracht in 
cardiomyocyten, bindweefselcellen en ontstekingscellen (Verjans et al. ingediend). De readouts 



 

 

van de respons van de cellen op de verhoogde expressie van de microRNAs zijn gerelateerd aan 
aspecten van de ontwikkeling van hartfalen, respectievelijk celgroei, bindweefselvorming en 
ontstekingsrespons.  

· Microarray resultaten van niet-coderende RNA moleculen, waaronder microRNAs en “long non-
coding RNAs”, in humane hartbiopten van mensen met hartfalen (waaronder HFpEF 
(ongepubliceerd) en viraal hartfalen (zie Corsten et al. Circ Res 2012)) en gezondere controles. 

· Deep sequencing resultaten (ongepubliceerd) die expressie tonen van niet-coderende RNA 
moleculen, waaronder microRNAs en “long non-coding RNAs”, in een ratten model van HFpEF.  

· Microarray resultaten van niet-coderende RNA moleculen, waaronder microRNAs en “long non-
coding RNAs”, in muizenmodellen van hartfalen (TAC, Angiotensine II en viraal hartfalen, zie 
bijvoorbeeld Cortsen et al. Circ Res 2012 en Ounzain et al. 2015). 

We beschikken op dit moment over een lijst van 60 kandidaatgenen die afkomstig zijn uit deze 
bestaande datasets. Voor deze eerste stap van het onderzoek zijn derhalve geen dierproeven nodig. 
Deze 60 kandidaatgenen zullen in stap 2) in vitro gevalideerd worden. 
 
2) Validatie in historische samples en in in vitro modellen 
Geselecteerde niet-coderende RNA kandidaten zullen gevalideerd worden in  

a) reeds verzamelde monsters van muizenharten, rattenharten en humane hartbiopten middels  
a. expressie-analyses 
b. geoptimaliseerde histologische en in vitro technieken (zie bvb Heymans 2013) ter 

bepaling van de bron van expressie (celtype)  
Voor deze stap wordt gebruik gemaakt van historische monsters en zijn geen proefdieren 
nodig.  

b) de geïdentificeerde cellen van oorsprong ter bepaling van de moleculaire processen waarbij deze 
kandidaten betrokken zijn. Hiertoe worden cellen geisoleerd uit proefdieren.  

 
De te bestuderen moleculaire processen betrokken bij de ontwikkeling van hartfalen/HFpEF en 
gerelateerd aan de 5 beschreven pathofysiologische processen zijn: 

1. hypertrofie van cardiomyocyten 
2. cardiomyocyt metabolisme 
3. endotheelcel proliferatie en functie  
4. ontstekingsparameters in elk cardiaal celtype, met name cardiomyocyten, endotheel- en 

ontstekingscellen 
5. bindweefselvorming door fibroblasten 

 
De bron van de te gebruiken cellen is deels cellijnen (cardiomyocyten, endotheelcellen, fibroblasten, 
ontstekingscellen), maar gezien de grote gevolgen van immortalisatie van deze cellen op hun 
metabolisme en groei in deze cellen (zie bvb Monge et al. Can J Physiol Pharmacol. 2009 Apr;87(4):318-
26. Comparative analysis of the bioenergetics of adult cardiomyocytes and nonbeating HL-1 cells: 
respiratory chain activities, glycolytic enzyme profiles, and metabolic fluxes) – processen die tijdens 
hartfalen een primaire rol spelen - is het van belang de processen ook in de volgende primaire cellen te 
bestuderen: 

· Neonatale rat cardiomyocyten > bestudering van celgroei (oorprong: wild type) 
· Adulte rat cardiomyocyten  > bestudering van metabolisme (oorsprong: wild type op controle 

dieet of hoog vet dieet) 
· Neonatale rat cardiale fibroblast > bestudering van bindweefselvorming (oorspong: wild type) 
· Beenmergcellen geïsoleerd uit de muis die in vitro worden gedifferentieerd tot macrofaag > 

bestudering van ontstekingsrespons (oorspong: wild type en transgene muizen) 
 
NB. Het gebruik van neonatale cellen voor de bestudering van “volwassen” hartfalen processen 
heeft voor- en nadelen. Voordeel is dat hartfalen in feite deels een herprogrammering van 
cardiomyocyten is richting neonatale genexpressie, wat dit model zeer representatief maakt. Aan 
de andere kant zijn deze cellen nooit volwassen geweest, dus ondergaan geen 
herprogrammering. Neonatale hartspiercellen zijn door hun relatieve toegankelijkheid (gemak 
van isolatie) en gemak om mee te kweken het meest gebruikte en geaccepteerde in vitro model 



 

 

van hypertrofie en hartfalen (Louch et al. J Mol Cell Cardiol. 2011 Sep; 51(3): 288–298). 
 

We schatten in zo’n 20 kandidaatgenen te kiezen naar aanleiding van resultaten uit bovenstaande in 

vitro exprimenten, om deze in stap 3) in vivo te bestuderen. Dit aantal is een schatting gebasserd op 1) 
ervaring met het valideren van grootschalige genexpressie data, die in de praktijk in ±70% van de genen 
worden bevestigd, 2) het daarop volgende uitgebreide literatuuronderzoek om uit te sluiten dat de rol 
van een kandidaatgen al door andere onderzoekers wordt onderzocht, en 3) onze ervaring met het pre-
valideren van de functies van kandidaatgenen middels in vitro celexperimenten, waaruit blijkt dat een 
klein deel van de kandidaatgenen geen actieve rol spelen in hartfalen processen. 
 
3) Onderzoek in diermodellen 
Voor kandidaatgenen die de validatiestap hebben doorstaan zal de rol, waaronder de causale 
betrokkenheid, in de in punt 3.4.2 voorgestelde dierenmodellen van metabool syndroom en hartfalen 
worden onderzocht. In deze dierenmodellen zullen niet-coderende RNA moleculen gemanipuleerd worden 
middels remmende oligo’s (antimiRs voor microRNAs en gapmers voor long non-coding RNAs), 
overexpressie met behulp van virale vectoren of mimics of door gebruik van transgene modellen (bvb 

KO muizen). De diermodellen zullen in punt 3.4.2 in meer detail worden beschreven. Het besluit 
voor het soort diermodel wordt genomen o.b.v. de directe betrokkenheid van het kandidaatgen bij 
minimaal een van de 5 pathofysiologische processen, zoals beschreven in 3.4.3 (zie ook schematische 
weergave van de keuzemomenten bij punt 3.4.3). Bij een multifactoriële aandoening als HFpEF is het 
bijvoorbeeld mogelijk dat een kandidaatgen direct 1 pathofysiologisch proces beïnvloedt en indirect 
(meerdere) andere.  
 
4) Valorisatie 
De resultaten zullen in internationale peer-reviewed wetenschappelijke tijdschriften worden gepubliceerd. 
Er zal bekeken worden hoe de data in een patent verwerkt kunnen worden. Omdat de geselecteerde 
targets obv hun expressiepatroon ook een rol lijken te spelen in humaan hartfalen, kan snel de stap 
worden gezet richting klinische translatie, waarbij de korte lijnen met de kliniek aangesproken zullen 
worden. In samenwerking met partners van de farmaceutische industrie zullen therapeutische targets in 
een groter proefdiermodel van hartfalen worden onderzocht, als eerste stap richting klinische toepassing. 
 
 
 3.4.2 Geef een overzicht op hoofdlijnen van de verschillende onderdelen van het project en de daarbij 
gebruikte type(n) dierproef of dierproeven. 
 Onderstaande diermodellen (Tabel 1) zijn gekozen obv hun relevantie voor het bestuderen van hartfalen 
ten gevolge van het metabole syndroom of de individuele componenten vallend onder het metabole 
syndroom; diabetes, obesitas, hypertensie en virale aanwezigheid (Horgan 2014; Hazebroek 2015). Elk 
diermodel zal een bijdrage leveren aan het begrip van de onderliggende pathofysiologische mechanismen 
die tot hartfalen/HFpEF leiden, dus cardiomyocyt dysfunctie, cardiale microvasculaire dysfunctie, 
ontsteking, insuline resistentie en bindweefselvorming. De 20 niet-coderende RNA moleculen die in 
diermodellen zullen worden onderzocht voor hun causale bijdrage aan HFpEF zullen in 1 of meerdere 
(maximaal 5) van onderstaande diermodellen worden bestudeerd. Literatuur ondersteunt het combineren 
van verschillende diermodellen om te komen tot zinvolle translationele bevindingen (Horgan 2014). De 
keuze van het diermodel wordt bepaald door de resultaten van de in vitro studies uit stap 2 van de 
beschreven strategie (3.4.1). Omdat NSAID’s en opioiden interfereren met ontsteking, zal in geval dat 
ontsteking een primaire uitkomstmaat is, afgeweken worden van de GV SOLAS richtlijnen voor 
pijnbestrijding en geen analgesie toegepast worden. In dat geval worden de humane eindpunten nog 
scherper omlijnd. 
 
Tabel 1.  



 

 

* hoog vet dieet veroorzaakt pre-diabetes. 
**Hoewel TAC een acuut model van drukoverbelasting is, in tegenstelling tot een meer progressief 
verloop in mensen, reproduceert het model meerdere pathofysiologische processen die ook in de mens 
plaatsvinden, inclusief hypertrofie en diastolische dysfunctie (Monnet et al. Ann Thorac Surg 2005; 
Horgan et al. Journal of Cardiac Failure 2014; Respress et al. Circ Res 2012). 
***Phenylephrine wordt gebruikt als model voor acute drukoverbelasting, voor het aanschakelen van 
immediate early genes en signaleringspaden in cardiomyocyten (Bueno et al. Circ Res 2001;88:88-96). 
 
 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. 
 Algemene doelstelling  
De algemene doelstelling van het project is nieuwe therapeutische targets te vinden voor de behandeling 
van HFpEF. Als strategie is gekozen allereerst kandidaatgenen die uit bestaande datasets komen te 
manipuleren in relevante celmodellen in vitro. Op basis van de rol die dan gevonden wordt voor een 
bepaald kandidaatgen, wordt een keuze gemaakt voor het in vivo muizenmodel: AngII infusie of TAC, 
eventueel in combinatie met hoog vet dieet (als de kandidaat ook een rol heeft in metabolisme), of CVB3 
infectie. Als uit een eerste in vivo experiment blijkt dat het kandidaatgen een rol heeft in pre-diabetes 
(AngII/TAC en hoog vet dieet), wordt een tweede in vivo experiment uitgevoerd met een ander 
muizenmodel van diabesotensie dat een meer gevorderd stadium van diabetes onderzoekt: diabete db-/- 
muizen in combinatie met drukoverbelasting door AngII infusie of TAC.  
 
Samenhang tussen onderdelen 
De samenhang tussen de beschreven dierproeven wordt bepaald door de samenhang tussen de 5 
pathofysiologische processen die ten grondslag liggen aan hartfalen. Deze 5 processen vinden altijd in 
combinatie met elkaar plaats tijdens de ontwikkeling van hartfalen. Echter, hun individuele bijdrage 



 

 

verschilt afhankelijk van de betrokken risicofactoren. Bijvoorbeeld, bij enkel hypertensie als onderlegger 
zijn er relatief minder metabole veranderingen in het hart, en bij enkel diabetes of obesitas is er relatief 
minder cardiomyocyt hypertrofie en bindweefselvorming in het hart. In aanwezigheid van een virus of na 
een myocardinfarct zal de ontstekingsrespons het sterkst zijn. Het manipuleren van kandidaatgenen die 
op 1 of meer van de 5 processen aangrijpen, maakt het mogelijk de mate van causale betrokkenheid bij 
hartfalen van deze processen in kaart te brengen, en maakt het tegelijkertijd mogelijk om nieuwe 
therapeutische targets te identificeren. Om die reden zal voor elk kandidaatgen eerst de betrokkenheid 
bij de 5 processen in kaart worden gebracht middels in vitro experimenten die de 5 processen artificieel 
uit elkaar trekken, en vervolgens zal op basis van de resultaten een in vivo model gekozen worden dat 
de gevonden betrokken processen het best representeert (Tabel 2).  
 
Tabel 2.  

 

 
Keuzemomenten en go/no-go momenten: 

1) Validatie van de expressie van kandidaatgenen in historische samples: van 60 naar 20 
kandidaatgenen. Van deze 20 gekozen kandidaatgenen worden in deze stap het celtype/bron van 
expressie bepaald, zodat in vitro validatie experimenten in stap 2 gericht op relevante celtypen 
kunnen worden opgezet.  
In deze eerste stap, die enkel gebruik maakt van historische samples, komen we dus tot 20 
kandidaatgenen voor bestudering in nieuwe proefdierexperimenten. 
 

2) validatie in in vitro modellen middels manipulatie van de individuele kandidaatgenen in hun 
celtype van oorsprong: wordt er een rol gevonden van het kandidaatgen in cellulaire readouts 
van een van de 5 pathofysiologische processen betrokken bij hartfalen? Hierbij wordt gebruik 
gemaakt van zowel cellen uit neonatale dieren, die met name celgroei reflecteren, als cellen uit 
adulte dieren, die celmetabolisme en productie van bvb bindweefsel reflecteren. 
- Go/no-go moment: - 
Ja > verfijning van hypothese en verder met stap 3.  

- Kandidaatgenen die een rol hebben in cardiomyocyt en/of microvasculaire dysfunctie 
zullen in stap 3 worden onderzocht in een muismodel van drukoverbelasting, 
cardiomyocyt en microvasculaire dysfunctie door TAC, al dan niet in combinatie met 
hoog vet dieet. 

- Kandidaatgenen die een rol hebben in fibrose en/of ontsteking zullen in stap 3 
worden onderzocht in muismodellen van drukoverbelasting, fibrose en ontsteking 
door AngII, al dan niet in combi met hoog vet dieet.  

Nee > stop. 
 

 

3) validatie in in vivo model: heeft het kandidaatgen een rol in hartfalen? Hiertoe zal het 



 

 

kandidaatgen in een diermodel van hartfalen worden gemanipuleerd, al dan niet in combinatie 
met hoog vet dieet. Keuze van diermodel(len) wordt bepaald door de verfijnde hypothese uit 
stap 2. Wordt er een rol gevonden van het kandidaatgen in de ontwikkeling van hartfalen/HFpEF?  
- Go/no-go moment: - 
Ja > verfijning van de hypothese en nieuw dierexperiment met andere oorzaak leidend tot 
hartfalen. De verwachting is dat de meeste kandidaatgenen (16 van de 20) een rol blijken te 
hebben in hartfalen; uit onze ervaring blijkt dat de in vitro validatie stap een optimale keuze van 
kandidaatgenen mogelijk maakt. 
Nee > stop. 

 
4) Tweede validatiestap in in vivo model(len): heeft het kandidaatgen een rol in een ander model 

van hartfalen, en welke? In deze stap zullen we de rol van het kandidaatgen in een ander model 
van hartfalen bepalen, alsook inzoomen op het celtype waarin het kandidaatgen een rol speelt, 
en de vroege kandidaatgen-afhankelijke processen die betrokken zijn tijdens de ontwikkeling van 
hartfalen. 
 

5) Valorisatie: plannen van vervolgstappen om kandidaatgen richting therapeutische toepassing te 
sturen. Hieronder vallen patentering, samenwerking opstarten met farmaceutische industrie voor 
financiering van experimenten in grotere proefdieren, publicatie, en uiteindelijk klinische trials.  

 
 

Voorbeeld 1: uit stap 1) komt dat het kandidaatgen hoog tot expressie komt in hypertrofe harten en in 

historische cardiomyocytmonsters. In stap 2) zullen daarom neonatale rat cardiomyocyten gebruikt 

worden voor het bestuderen van celgroei responsen na manipulatie van het molecuul, en adulte rat 

cardiomyocyten voor het bepalen van metabole effecten na manipulatie van het kandidaatgen. Er zal 

gebruik worden gemaakt van adulte ratten die op een controle dieet hebben gestaan, of die zijn 

blootgesteld aan een hoog vet dieet. 

Uit stap 2) komt dat het molecuul een rol heeft in cardiomyocyt metabolisme. Daarom zal in stap 3) het 

molecuul worden gemanipuleerd in een pre-diabetes model van muizen met hoogvetdieet en 

drukoverbelasting door TAC. Aan het einde van het experiment zal de hartfunctie van het dier in kaart 

worden gebracht (een van de twee primaire uitkomstparameters, naast cardiomyocyt dysfunctie), 

waarna het geexplanteerde hart onderworpen wordt aan uitgebreide moleculaire, cellulaire en 

histologische analyses die voor muis zijn opgezet en een beeld zullen geven van de moleculaire 

processen waarin het kandidaatmolecuul een rol heeft.  

Als er een rol gevonden wordt voor het kandidaatgen in hartfalen, zal het kandidaatgen vervolgens in 

stap 4) op maximaal 4 manieren worden onderzocht: a) manipulatie in een tweede muizenmodel van 

diabesotensie, namelijk in drukoverbelaste db-/- muizen; b) herhaling van TAC met hoogvetdieet voor het 

isoleren van cellen uit het hart (een andere manier om de primaire uitkomstparameter, cardiomyocyt 

dysfunctie, te onderzoeken); c) korterdurend experiment met TAC en hoogvetdieet voor het bepalen van 

celresponsen (vroege cellulaire en moleculaire processen inclusief cardiomyocyt hypertrofie, 

cardiomyocyt metabolisme, ontstekingsrespons, endotheeldysfunctie) voorafgaand aan hartfalen; en d) 

acute PE injectie voor het bepalen van de “immediate early” responsen in het hart (een andere manier 

om de primaire uitkomstparameter, cardiomyocyt dysfunctie, te onderzoeken).  

 

Voorbeeld 2: uit stap 1) komt dat het kandidaatgen hoog tot expressie komt in virale myocarditis en in 

historische beenmergmacrofaag monsters. In stap 2) zullen daarom beenmergcellen gebruikt worden 

voor het bestuderen van inflammatoire responsen na manipulatie van het kandidaatgen.  

Uit stap 2) komt dat het kandidaatgen een rol heeft in macrofagen. Uit onze ervaring blijkt dat dit soort 

genen vaak zowel in virale myocarditis als in ontstekingsprocessen bij drukoverbelasting een rol speelt 

(bvb macrofaag  heeft een rol in zowel drukoverbelasting (Corsten et al. Circ 2013) als in virale 

myocarditis (Heymans et al. Circ Res 2012)). Daarom zal in stap 3) het gen worden gemanipuleerd in 

een model van drukoverbelasting door Angiotensine II met als primaire uitkomstparameter hartfunctie.  

Als er een rol wordt gevonden voor het kandidaatgen in hartfalen, zal het vervolgens in stap 4) op 

maximaal 5 manieren worden onderzocht: a) manipulatie in een tweede muizenmodel van diabesotensie, 

namelijk in drukoverbelaste db-/- muizen; b) herhaling van het eerdere AngII experiment voor het 



 

 

isoleren van cellen uit het hart (een manier om de andere primaire uitkomstparameter, cardiomyocyt 

dysfunctie, te onderzoeken); c) korterdurend experiment met AngII voor het bepalen van celresponsen 

(vroege cellulaire en moleculaire processen inclusief cardiomyocyt hypertrofie, cardiomyocyt 

metabolisme, ontstekingsrespons, endotheeldysfunctie) voorafgaand aan hartfalen; d) virale myocarditis 

door CVB3 infectie met hoogvetdieet voor de bestudering van de ontstekingsrespons onder pathogene en 

metabole condities (een manier om de andere primaire uitkomstparameter, ontsteking, te onderzoeken); 

en e) myocardinfarct met hoogvetdieet voor de bestudering van de ontstekingsrespons onder steriele 

pro-inflammatoire en metabole condities (een andere manier om de primaire uitkomstparameter, 

ontsteking, te onderzoeken).   

 
Keuzemomenten schematisch (besluitmodel): 
 

 
 3.4.4 Benoem de typen dierproeven. Vul per type dierproef een bijlage Beschrijving dierproeven in.  
 Volgnummer Type dierproef  
           1 Isolatie van neonatale rat cardiale myocyten en fibroblasten en adulte rat cardiale 

myocyten 
           2 Isolatie van beenmergcellen uit muizen 
           3 Angiotensine II of TAC of CVB3 of MI of PE en hoogvetdieet-behandeling als model van 

ontwikkeling van pre-diabetes in combinatie met hartfalen 
 4 Angiotensine II-behandeling of TAC in de transgene db-/-muis als model van metabool 

syndroom in combinatie met hartfalen 
  



 

 

5                            
           6       
            7       
           8       

 9       
           10       
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Gebruik de volgnummers 

van vraag 3.4.4 van het 

format Projectvoorstel. 

Volgnummer  Type dierproef 

  
1-R2 

 Isolatie van neonatale rat cardiale myocyten en 

fibroblasten en adulte rat cardiale myocyten 

  

2 Beschrijving dierproeven 

 
A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters 

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

  

Neonatale rat cardiale myocyten en fibroblasten 

Er zal gebruik worden gemaakt van neonatale (0-3 dagen oud) ratten, deze zullen direct voor de isolatie 

worden opgeofferd. Hiervoor zullen drachtige moeder ratten extern worden besteld. Voor de moederdieren 

zal na het werpen een ander doel worden gezocht. Zowel mannelijke als vrouwelijke dieren worden in het 

experiment geïncludeerd. 

 

Volwassen rat cardiale myocyten 

Er zal gebruik worden gemaakt van wild type ratten, eventueel in combinatie met hoog vet dieet. Deze 

zullen direct voor de isolatie op humane wijze worden opgeofferd. Zowel mannelijke als vrouwelijke dieren 

worden in het experiment geïncludeerd. Omdat estrogenen de uitkomstparameter, celmetabolisme, 

beinvloeden, worden alleen mannelijke dieren geïncludeerd. De keuze voor volwassen dieren wordt gemaakt 

op het moment dat een kandidaat molecuul een rol heeft in het metabolisme van de cardiomyocyt, omdat 

1) deze uitleesparameter in cellijnen en in neonatale cellen niet of beperkt te meten is, en 2) een volwassen 

dier langere tijd blootgesteld kan worden aan metabole parameters in de circulatie, zoals een hoog vet 

dieet. Een hoog vet dieet induceert een pre-diabetische status in ratten en dit maakt het mogelijk om de 

chronische effecten van verhoogd circulerend insuline, glucose en vetzuren op cardiomyocyt metabolisme te 

bestuderen.   

 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. 

 Neonatale rat cardiale myocyten en fibroblasten 

De neonatale dieren worden direct voor de isolatie opgeofferd. Voor de moederdieren zal na het werpen een 

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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ander doel worden gezocht. De dieren ondergaan geen behandelingen.  

 

Volwassen rat cardiale myocyten 

Volwassen ratten ondergaan ofwel geen behandeling, of ze krijgen een hoog vet dieet gedurende maximaal 

24 weken, of een gematcht synthetisch controle dieet, een “normaal vet dieet”. De dieren worden direct 

voor de celisolatie op humane wijze opgeofferd. 

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

een minimum te beperken. 

 In ons lab en binnen het onderzoeksinstituut CARIM hebben we reeds een ruime ervaring met isoleren van 

primaire harspiercellen en met het gebruik van deze cellen voor experimenten (zie bijvoorbeeld Corsten et 

al. Eur Heart J 2015; Heymans et al. Circulation 2013; van Almen et al. Ageing Cell 2012, Corsten et al. Circ 

Res 2012). Statistiek is moeilijk toepasbaar op dit soort experimenten met kleine groepsgrootten; onze 

ervaring is dat 4 biologische replicaten per groep een goed beeld geeft. 

 B. De dieren 

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

 Neonatale rat cardiale myocyten en fibroblasten 

Er zal gebruik worden gemaakt van neonatale (0-3 dagen oud) rattenpups. Hiervoor zullen drachtige 

moeder ratten worden besteld.  

Ter bestudering van een kandidaat niet-coderend RNA molecuul bekijken we effecten op 3 experimentele 

readouts: genexpressie, eiwitexpressie en celmorfologie, respectievelijk, waarvoor om technische redenen 

verschillende monsters nodig zijn. Er zijn telkens 4 experimentele condities (controle ongestimuleerd, 

controle “hartfalen”-gestimuleerd, genmanipulatie ongestimuleerd en genmanipulatie “hartfalen”-

gestimuleerd). Per experimentele conditie zijn er 4 replicaten met 1 miljoen cellen per replicaat. Voor elk 

kandidaat niet-coderend RNA molecuul zijn er daarom 3 (experimentele readouts) maal 4 (experimentele 

condities) maal 4 (replicaten) = 48 miljoen cellen nodig. Voor de validering van 60 kandidaat niet-coderend 

RNA moleculen hebben we daarom 60x48 miljoen cellen = maximaal 2.880 miljoen cellen nodig. Een 

optimale isolatie resulteert in 1.5 miljoen cellen per dier. Gebaseerd op bovenstaande berekening vragen wij 

toestemming voor het gebruik van 1920 dieren. Voor de moederdieren gaan we uit van gemiddeld 10 pups 

per drachtige moeder. In totaal gaat het dan om 192 moederdieren. 

 

Volwassen rat cardiale myocyten 

Er zal gebruik worden gemaakt van volwassen ratten. Uit eerdere ervaringen met volwassen rat 

cardiomyocyten, in samenwerking met een andere onderzoeksgroep, is gebleken dat voor onze 

experimenten per rat voldoende cellen geïsoleerd worden voor 1 biologische replicaat met 4 experimentele 

condities, bijvoorbeeld controle sham, controle “hartfalen”-gestimuleerd, genmanipulatie sham en 

genmanipulatie “hartfalen”-gestimuleerd. Vier biologische replicaten per groep van alle condities geven 

optimale statistiek en er zijn 3 experimentele readouts (genexpressie, eiwitexpressie en celmorfologie). Voor 

elk kandidaat niet-coderend RNA molecuul zijn er daarom 3 x 4 = 12 ratten nodig.  

-Gezonde ratten: Voor de validering van 50 van de 60 kandidaat niet-coderend RNA moleculen in gezonde 

ratten hebben we daarom nodig 50 x 12 = maximaal 600 ratten. De leeftijd van de volwassen ratten op 

het moment van isolatie is niet van invloed op de kwaliteit van de cardiomyocyten in gezonde condities van 

de rat.  

-Ratten op speciaal dieet: Cardiomyocyten die geïsoleerd worden uit pre-diabetische ratten op hoog vet 

dieet en “normaal vet dieet”-gevoerde controle ratten, naar schatting voor de validering van 10 kandidaat 

niet-coderend RNA moleculen, zullen bij aanvang (start dieet) 2-4 maanden oud zijn. Hiervoor zijn 10 

kandidaatgenen x 12 ratten per gen x 2 groepen = 240 ratten benodigd, waarvan 120 ratten een hoog 

vet dieet krijgen.  

Estrogenen hebben een aanzienlijk effect op regulatie van glucose opname, GLUT4 translocatie, 

vetzuuropname en CD36 translocatie in het hart (Murphy E, Heart Fail Rev. 12: 293-300, 2007; Tepavcevic 

S, Horm Metab Res. 43: 524-30, 2011). Vanwege deze effecten van estrogenen kunnen de gegevens van 

beide sexen niet worden gecombineerd. Derhalve zou een gebruik van beide sexen een verdubbeling van de 

aantallen betekenen. Wij hebben gekozen om alleen experimenten te doen met mannelijke ratten om 

daarmee de effecten van estrogenen uit te sluiten. 
 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:  

-Het gebruik van cellijnen is overwogen ter vervanging van de hier voorgestelde primaire cardiale cellen. 

Echter, de grote gevolgen van immortalisatie van deze cellen op hun differentiatiepotentieel, metabolisme 

en groei (zie bijvoorbeeld Monge et al. Can J Physiol Pharmacol. 2009 Apr;87(4):318-26. Comparative 

analysis of the bioenergetics of adult cardiomyocytes and nonbeating HL-1 cells: respiratory chain activities, 

glycolytic enzyme profiles, and metabolic fluxes)– processen die tijdens hartfalen een primaire rol spelen – 

maakt ze ongeschikt voor het bestuderen van de processen die ten grondslag liggen aan de ontwikkeling 

van hartfalen secundair aan het metabole syndroom, namelijk metabolisme, celgroei en –differentiatie.  

-Het gebruik van organoiden zal in de toekomst overwogen worden, maar momenteel zijn er nog geen 

organoiden van het hart ten behoeve van het bestuderen van hartfalenprocessen beschikbaar. 

-Het gebruik van historische samples, waaronder ook humaan materiaal, zijn onderdeel van het plan van 

aanpak. Kennis die uit deze samples gehaald wordt kan de voorgestelde celexperimenten niet vervangen, 

omdat hiermee slechts naar expressiepatronen gekeken kan worden, en in de samples geen interventie 

meer mogelijk zijn. De historische samples zullen de benodigde (cel)experimenten wel verminderen, omdat 

ze het selecteren van kansrijke kandidaatgenen ondersteunen. 

 

Vermindering:  

-Tijdens 1 isolatie van neonatale ratten worden zowel cardiale myocyten als fibroblasten gekweekt. Beide 

celtypen zullen gebruikt worden voor experimenten. De celoogst is geoptimaliseerd door ruime ervaring; er 

worden relatief veel cellen uit een relatief beperkt aantal dieren geïsoleerd. Wanneer van te voren duidelijk 

is dat een geplande isolatie niet nodig is, zal deze tijdig geannuleerd worden.  

-Het gebruik van historische samples, waaronder ook humaan materiaal, zijn onderdeel van het plan van 

aanpak. Op basis van de kennis die uit deze samples gehaald wordt, wordt een keuze gemaakt voor het in 

vitro te bestuderen celtype. Zodoende worden onnodige celexperimenten voorkomen en het aantal dieren 

nodig voor celisolaties verminderd. 

 

Verfijning: Het welzijn van de dieren wordt zo min mogelijk beïnvloed; de dieren ondergaan geen 

behandelingen of enkel een hoog vet dieet, dus geen invasieve behandelingen. Enkel wanneer er een 

indicatie is dat de beoogde kandidaat niet-coderend RNA moleculen een rol spelen in metabolisme, zal hun 

rol bestudeerd worden in cardiomyocyten van pre-diabetische ratten geïnduceerd door een hoog vet dieet.  

De cellen die uit de volwassen harten geïsoleerd worden zijn uitvoerig gekarakteriseerd binnen en buiten 

onze onderzoeksgroep, en er worden relatief veel cellen uit een relatief beperkt aantal dieren geïsoleerd. 

 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. 

 De dieren gaan niet in experiment maar worden op een zo humaan mogelijke wijze opgeofferd omwille van 

het gebruik van hun hart voor celisolaties. 

 

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. 

 



 

 

Dit betreft geen wettelijk vereist onderzoek. Er wordt uitgebreid literatuuronderzoek uitgevoerd om te 

voorkomen dat onnodig studies worden herhaald, en ook worden relevante congressen bezocht om zicht te 

houden op andere onderzoekers in het veld die aan gelijkaardige onderwerpen werken.  

 
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? 

 Neonatale rat cardiale myocyten en fibroblasten 

Moederdieren kunnen lichte stress ervaren 

 

Volwassen rat cardiale myocyten 

-Gezonde ratten: geen aantasting van welzijn verwacht. 

-Ratten op speciaal dieet: De ratten die een hoog vet dieet gevoed krijgen ontwikkelen mogelijk 

huidproblemen, pre-diabetische symptomen zoals overgewicht, hoog bloedsuiker gehalte, hoog insuline 

gehalte, polyurie/polydipsie en verminderde fysieke gezondheid. Het “normaal vet dieet” is gelijkaardig aan 

een regulier dieet, echter is net als het hoog vet dieet synthetisch met bekende samenstelling.                                     

 Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn. 
 



 

 

Neonatale rat cardiale myocyten en fibroblasten 

Verstoring van nest 

 

Volwassen rat cardiale myocyten 

Het hoog vet dieet induceert een pre-diabetische staat in de rat.                                       
 
Beschrijf welke maatregelen worden genomen om deze schadelijke effecten te voorkomen of waar mogelijk 

te minimaliseren. 
 
Bij het bereiken van humane eindpunten zullen de dieren voortijdig worden opgeofferd.                               

 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. 

           Bij gebrek aan ondernemingsgedrag, ernstige huidproblemen, immobiliteit en apathie zal een dier voortijdig 

worden opgeofferd. 

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

 0-5% van de dieren op een hoog vet dieet. 

 
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. 
 Neonatale rat cardiale myocyten en fibroblasten 

Neonatale ratten: licht 

Moeder ratten: licht 

 

Volwassen rat cardiale myocyten 

Gezonde ratten: licht 

Normaal vet dieet-gevoede ratten: licht 

Hoog vet dieet-gevoede ratten: licht 

 
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. 

 De neonatale en volwassen dieren worden gedood omdat hun hart volledig nodig is voor de isolatie van de 

cardiale cellen. 

De moederdieren worden wanneer mogelijk in leven gehouden. 

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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Volgnummer  Type dierproef 

  2-R2  Isolatie van beenmergcellen uit muizen 

  

2 Beschrijving dierproeven 

 
A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters 

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

 Er zal gebruik worden gemaakt van volwassen, wild type en transgene muizen, deze zullen direct voor de 

isolatie worden opgeofferd. Zowel mannelijke als vrouwelijke dieren worden in het experiment geïncludeerd. 

De primaire uitkomstparameter is beenmerg isolatie tbv de isolatie van immuuncellen. 

 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. 

 Zowel de tibia’s als de femurs zullen operatief verwijderd worden na euthanasie van de muis. Opeenvolgend 

worden na de uiteindes van de femurs en de tibias verwijderd zodat het beenmerg met een natuurlijke 

zoutoplossing uit de botjes kan worden gespoeld. 

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

een minimum te beperken. 

 In ons lab hebben we reeds een ruime ervaring met isoleren van beenmergcellen uit muizen voor 

experimenten (zie bijvoorbeeld Corsten et al. Eur Heart J 2015; Corsten et al. Circ Res 2012). Statistiek is 

moeilijk toepasbaar op dit soort experimenten met kleine groepsgrootten; onze ervaring is dat 4 replicaten 

per groep een goed beeld geeft. 

 B. De dieren 

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

 Er zal gebruik worden gemaakt van mannelijke en vrouwelijke muizen. Ter bestudering van een kandidaat 

niet-coderend RNA molecuul bekijken we effecten op 3 experimentele readouts: genexpressie, 

eiwitexpressie en celmorfologie, respectievelijk, waarvoor om technische redenen verschillende monsters 

nodig zijn. Er zijn telkens 4 experimentele condities (controle ongestimuleerd, controle “hartfalen”-

gestimuleerd, genmanipulatie ongestimuleerd en genmanipulatie “hartfalen”-gestimuleerd). Per 
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experimentele conditie zijn er 4 replicaten met 1 miljoen cellen per replicaat. Voor elk kandidaat niet-

coderend RNA molecuul zijn er daarom 3 (experimentele readouts) maal 4 (experimentele condities) maal 4 

(replicaten) = 48 miljoen cellen nodig. Voor de validering van 60 kandidaat niet-coderend RNA moleculen 

hebben we daarom 60x48 miljoen cellen = maximaal 2.880 miljoen cellen nodig. 

Een optimale isolatie resulteert in 10 miljoen cellen per dier. Gebaseerd op bovenstaande berekening vragen 

wij toestemming voor het gebruik van 288 dieren. 

 
 
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:  

-Het gebruik van cellijnen is overwogen ter vervanging van de hier voorgestelde primaire beenmerg cellen. 

Echter, deze aanpak geeft de mogelijkheid om de polarisatie (richting pro- of anti-inflammatoire macrofaag) 

en differentiatie van de geïsoleerde beenmergcellen te reguleren en te bestuderen, en de rol van kandidaat 

moleculen hierin. Daarnaast is het gebruik van cellijnen niet gewenst aangezien reeds gedifferentieerde 

cellen andere eigenschappen bezitten, verder verwijderd van de gewenste kenmerken (Passmore et al., 

Immunology 2001). 

-Het gebruik van historische samples, waaronder ook humaan materiaal, zijn onderdeel van het plan van 

aanpak. Kennis die uit deze samples gehaald wordt kan de voorgestelde celexperimenten niet vervangen 

maar wel verminderen. 

 

Vermindering:  

-De celoogst is geoptimaliseerd door ruime ervaring; er worden relatief veel cellen uit een relatief beperkt 

aantal dieren geïsoleerd. Tevens worden zowel de tibia als de femur gebruikt om het aantal geïsoleerde 

cellen zo hoog mogelijk te maken.  

-Indien mogelijk worden beenmergcellen geoogst uit muizen die voor een ander experimenteel doel werden 

geëuthanaseerd. 

-Het gebruik van historische samples, waaronder ook humaan materiaal, zijn onderdeel van het plan van 

aanpak. Op basis van de kennis die uit deze samples gehaald wordt, wordt een keuze gemaakt voor het in 

vitro te bestuderen celtype. Zodoende worden onnodige celexperimenten voorkomen en het aantal dieren 

nodig voor celisolaties verminderd. 

 

Verfijning: Het welzijn van de dieren wordt zo min mogelijk beïnvloedt; de dieren ondergaan geen 

behandelingen. De dieren worden gedood alvorens cellen worden geisoleerd. De cellen afkomstig van 

beenmerg isolatie worden uitvoerig gekarakteriseerd binnen en buiten onze onderzoeksgroep. 

 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. 

 De dieren gaan niet in experiment maar worden op een zo humaan mogelijke wijze opgeofferd omwille van 

het gebruik van hun beenmerg voor celisolaties. 

 

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. 

 Dit betreft geen wettelijk vereist onderzoek. Er wordt uitgebreid literatuuronderzoek uitgevoerd om te 

voorkomen dat onnodig studies worden herhaald, en ook worden relevante congressen bezocht om zicht te 

houden op andere onderzoekers in het veld die aan gelijkaardige onderwerpen werken. 

 
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. 
 



 

 

nvt                               

 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. 

                 

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

       

 
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. 
 licht 

 
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. 

 De muizen worden gedood omdat hun beenmerg volledig nodig is voor de isolatie van de immuuncellen. 

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  

  



                                                                        

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             1 Algemene gegevens 

 
1.1 Vul uw deelnemernummer 

van de NVWA in. 

 

 

10700 

  1.2 Vul de naam van de 

instelling of organisatie in. 
Universiteit Maastricht 

    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-R1 

Angiotensine II of TAC of CVB3 of MI of PE en 

hoogvetdieet-behandeling als model van ontwikkeling van 

pre-diabetes in combinatie met hartfalen 

  

2 Beschrijving dierproeven 

 
A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters 

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

 Arteriele hypertensie, aortaklepverkalking, myocardinfarct en virale infectie zijn belangrijke risicofactoren 

voor het ontwikkelen van hartfalen. Vaak hebben patienten ook andere aandoeningen die onder het 

metabole syndroom vallen, zoals overgewicht en diabetes.  

- Angiotensine II (AngII) is een peptide dat vrijkomt onder hypertensieve omstandigheden en zowel 

in de circulatie als perifeer werkt op de vaten (constrictie) en op de cellen (het promoot celgroei, 

ontsteking, bindweefselvorming). Om deze reden wordt in ons onderzoek vaak gekozen om 

chronische arteriele hypertensie na te bootsen en hartfalen te veroorzaken in muizen middels 

subcutane chronische angiotensine II infusie gedurende maximaal 12 weken. Bloeddruk zal enkel 

worden gemeten ter controle van het bloeddrukeffect van AngII en daarom volstaat een meting 

middels tail cuff. 

- Phenylephrine is een sympathomimetisch medicijn dat de acties van epinephrine nabootst en 

arteriele hypertensie veroorzaakt, en wordt in experimentele modellen gegeven om acute 

hypertensie te veroorzaken en de onmiddelijke respons van het hart hierop te onderzoeken.  

- Transverse aortic constriction (TAC) is de meest gebruikte en bestudeerde methode om 

aortaklepverkalking, leidend tot acuut hartfalen, na te bootsen in muizen. Het grootste voordeel van 

dit model is dat de drukgradient in de aortaboog gekwantificeerd kan worden, wat het mogelijk 

maakt om linker ventrikel hypertrofie te stratificeren. De acute hypertensie geinduceerd door TAC 

veroorzaakt een 50% toename in linker ventrikel massa binnen twee weken, daarom is dit model 

een goede keuze voor het bestuderen van pharmacologische and moleculaire interventies die 

hypertrofie kunnen remmen.  

- Myocardinfarct (MI) in de muis is een veelgebruikt model om myocardremodellering in de mens, na 
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een infarct of bij vaatlijden, na te bootsen. Het afsterven van een deel van het hartweefsel 

veroorzaakt ontsteking en in tweede fase remodelering van het gezonde hartweefsel, inclusief 

cardiomyocyt hypertrofie en bindweefselvorming. 

- Een acute virale infectie leidt tot verhoogde hartcelafbraak en ontsteking, en vormt daardoor een 

levensbedreigende situatie. Coxsackievirus B3 (CVB3)-infectie geïnduceerde myocarditis is het 

meest gebruikte en best bestudeerde model van acute myocarditis-geïnduceerd hartfalen in muizen. 

Het grootste voordeel van dit model is dat de ziekte progressie, cardiale ontsteking gevolgd door 

afbraak van hartspiercellen en fibrose vorming, nauw verwant is aan het klinische beeld.  

 

AngII-behandeling, TAC, MI of CVB3 wordt gecombineerd met een hoogvetdieet in het geval het kandidaat 

niet-coderend RNA molecuul een rol blijkt te hebben in metabolisme.  

 

De primaire uitkomstparameters zijn 1) hartfunctie gemeten met echocardiografie of MRI 2) hartgewicht en 

3) cardiale/perifere celresponsen: cardiomyocyt hypertrofie en metabolisme, endotheeldysfunctie, 

ontstekingsrespons en/of cardiale bindweefselvorming. Secundaire uitkomstparameters zijn 4) insuline 

resistentie, 5) hyperglycemie en 6) hypercholesterolemie. 

 

Het manipuleren van de aanwezigheid van individuele kandidaat niet-coderende RNA moleculen in de muis 

kan op twee manieren gebeuren:  

1) injectie van een korte DNA sequentie al dan niet in een vector (oligo/antagomiR/mimic/adeno-

geassocieerde virale vector)  

2) transgene muis 

 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. 

 Het dier zal een aantal behandelingen ondergaan:  



 

 



 

 

 

Een dier is maximaal 12 (max tijd tussen neonatale injectie en start behandeling) + 24 (max duur 

behandeling) = 36 weken in experiment. Dieren zijn nooit ouder dan 1 jaar bij opoffering. 

 

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

een minimum te beperken. 

 Na vaststelling van de spreiding en het verwachte verschil per gen, op basis van de eerdere (in vitro) 

experimenten, zal gebruik worden gemaakt van de powerberekening obv de formule van Sachs om de 

definitieve groepsgrootten te berekenen. Ook kan dan de verwachte uitval gespecificeerd worden. 

 B. De dieren 

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

 Er zal gebruik worden gemaakt van zowel mannelijke als vrouwelijke wildtype of genetisch gemodificeerde 

muizen. Indien de genetisch gemodificeerde muizen reeds gefenotypeerd zijn door andere onderzoekers, zal 

gebruik worden gemaakt van muizen die onder normale niet-pathologische omstandigheden geen ongerief 

ondervinden van de genetische modificatie. Indien de genetisch gemodificeerde muizen nog gemaakt 

moeten worden, zal dit uitbesteed worden en zal het ongerief geregistreerd worden alvorens de dieren tbv 

dit onderzoek binnengehaald worden. De muizen worden geleverd door een vergund fokbedrijf of andere 

vergunde (internationale) universiteiten.  

 

Per experiment/kandidaat molecuul zal gebruik worden gemaakt van maximaal 160 muizen. Er zijn 

maximaal 4 experimentele groepen (A1-A4) nodig. Per experimentele groep schatten we in, op basis van 

onze ervaring, maximaal 40 muizen te gebruiken (20 niet gemanipuleerde muizen en 20 muizen met 

gemanipuleerde kandidaatmolecuul expressie).  

In 5 jaar tijd zullen maximaal 20 kandidaat moleculen onderzocht worden volgens het besluitmodel uit het 

projectvoorstel.  

- Als uit de in vitro experimenten blijkt dat een kandidaatgen primair een rol speelt in cardiomyocyt 

dysfuncyie en/of endotheeldysfunctie, zal gekozen worden voor TAC als experimenteel model van 

chronisch hartfalen.  

o Vervolgens worden maximaal 16 kandidaatgenen ook onderzocht in een acuut model van 

arteriele hypertensie middels PE injectie, waarbij de primaire uitkomstparameter enkel 

cardiomyocyt hypertrofie is. Daarnaast wordt voor maximaal 16 kandidaatgenen het TAC 

experiment maximaal 2 maal herhaald: 1) voor het bepalen van de primaire 



 

 

uitkomstparameter “cardiale/perifere celresponsen”, die best worden gemeten vroeg na TAC 

(bijvoorbeeld na 1 week); en 2) voor de isolatie van hartcellen, waarvoor het hele hart nodig 

is en waarmee de rol van het kandidaatgen in elk celtype apart bepaald kan worden. 

- Als uit de in vitro experimenten blijkt dat een kandidaatgen primair een rol speelt in ontsteking 

en/of bindweefselvorming, zal gekozen worden voor AngII als experimenteel model van hartfalen. 

Hierbij zullen per kandidaatgen maximaal 2 experimenten plaatvinden voor het bepalen van de 

primaire uitkomstparameters; cellulaire responsen worden best gemeten vroeg na AngII 

(bijvoorbeeld na 1 week) en hartfalen wordt best gemeten laat na AngII (max 12 weken). 

o Vervolgens wordt de rol van maximaal 16 kandidaatgenen ook bestudeerd in maximaal twee 

andere modellen van hartfalen waarbij ontsteking een rol speelt, namelijk MI- en/of CVB3-

geinduceerd hartfalen. Daarnaast wordt voor maximaal 16 kandidaatgenen het AngII 

experiment maximaal 2 maal herhaald: 1) voor het bepalen van de primaire 

uitkomstparameter “cardiale/perifere celresponsen”, die best worden gemeten vroeg na 

AngII (bijvoorbeeld na 1 week); en 2) voor de isolatie van hartcellen, waarvoor het hele hart 

nodig is en waarmee de rol van het kandidaatgen in elk celtype apart bepaald kan worden.  

- Als genen ook een rol in metabolisme hebben, wordt gekozen voor een combinatie van AngII, TAC, 

MI of CVB3 met hoog vet dieet.  

 

Voor elk experiment zijn per kandidaat molecuul maximaal 160 muizen nodig. De volgende tabel geeft een 

samenvatting van de aantallen per experimenttype:  

 

Wanneer oligos worden gebruikt voor de manipulatie van het kandidaat molecuul, of genetisch 

gemodificeerde muizen, wordt gebruik gemaakt van 5-14 weken oude muizen. Wanneer gebruik wordt 

gemaakt van adeno-geassocieerde virale vectoren (AAV) voor de manipulatie van het kandidaat molecuul, 

wordt gebruik gemaakt van neonatale muizen (intracardiale injecties) of 5-14 weken oude muizen. Wanneer 

gebruikt gemaakt wordt van neonatale muizen voor de injectie van het AAV, wordt pas met AngII/hoog vet 

dieet/TAC operatie/MI operatie/PE begonnen zodra de muis volwassen is (8-12 weken oud). CVB3 wordt 

geinjecteerd in muizen van minimaal 4 weken oud. 
 
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: Het hart is een complex orgaan dat uit meerdere celtypen bestaat en dat blootgesteld is aan 

elementen uit de circulatie (cellen, boodschappers waaronder RNA moleculen, voedingsstoffen, zuurstof 

etc). Als alternatief op dierproeven kunnen hartspiercellen worden blootgesteld aan media van bijvoorbeeld 

gekweekte ontstekingscellen om de interacties tussen deze celtypen na te bootsen (co-cultuur), of kunnen 

organoiden uit stamcellen worden gebruikt. Echter, deze benaderingen hebben een aantal cruciale 

tekortkomingen: 1) in geval van co-cultuur wordt de invloed van het lokale milieu van de cellen genegeerd; 

het extracellulaire klimaat en de overige buurcellen zoals endotheelcellen, fibroblasten, gladde spiercellen, 

dendritische cellen etc.; 2) in geval van co-cultuur  en organoiden zijn dit gekweekte cellen die niet alle 

eigenschappen van primaire en natuurlijk gedifferentieerde cellen in hun natuurlijke omgeving hebben; 3) 

elke hartspiercel wordt gevoed door een bloedvat, celexperimentele condities missen de gereguleerde 

aanwezigheid van circulerende substanties zoals glucose, insuline en vetzuren alsook circulerende RNA 

moleculen. De in vivo omgeving is dermate complex dat proefdieronderzoek een cruciaal onderdeel zal 

blijven van proefondervindelijk medisch onderzoek gericht op het vinden van medicijnen. Voor het komen 

tot nieuwe inzichten voor de behandeling van hartfalen is het daarom noodzakelijk om proefdieren te 

gebruiken. 

 

-vermindering: de statistische methode om tot een geschikte groepsgrootte te komen voor significante 

betekenisvolle resultaten, resultaten uit historische samples en uit in vitro onderzoek, het combineren van 

controlegroepen indien mogelijk, en de ervaring van de onderzoeksgroep met dit model, waarborgen het 

gebruik van zo min mogelijk dieren.  

 

-verfijning: het huidige AngII model is een redelijk verfijnd model om hartfalen te bestuderen, gezien er 

geen invasieve operaties bij komen kijken (Heymans S, Circulation 2013). Het huidige TAC model is het 

meest geaccepteerde en bestudeerde model om hartfalen te onderzoeken (Heymans et al, Circulation 

2013). Onze labtechnici worden continu getraind om de TAC en MI operaties uit te voeren en te verfijnen en 

daardoor het ongerief voor de muizen zo veel mogelijk te beperken, en doen dit inmiddels zonder het 

sternum in te knippen. Het model van CVB3 infectie is het meest geaccepteerde en bestudeerde model om 

virale myocarditis te onderzoeken en door gebruik te maken van CVB3-geinjecteerde muizen kunnen we de 

virale en ontstekingsrespons in het hart en de daaropvolgende ontwikkeling van hartfalen bestuderen 

(Fairweather and Rose PMC 2008). Het PE model is een geaccepteerd model van acute arteriele hypertensie 

met directe effecten op cardiomyocyten (Bueno et al. Circulation Research. 2001;88:88-96). De hartfunctie 

wordt op een non-invasie manier gemeten door middel van echo of MRI.  

 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. 

 Dieren krijgen op de dag van de minipompimplantatie/TAC/MI operatie voorafgaand aan de operatie 

pijnstilling toegediend, en dit wordt zolang als nodig na operatie gegeven, gewoonlijk 1-3 dagen. De dieren 

worden dagelijks gemonitord en regelmatig gewogen, en in geval van ziekte of pijn wordt een passende 

behandeling gezocht volgens vooraf vastgestelde humane eindpunten. 

 

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. 

 Dit betreft geen wettelijk vereist onderzoek. Er wordt uitgebreid literatuuronderzoek uitgevoerd om te 

voorkomen dat onnodig studies worden herhaald, en ook worden relevante congressen bezocht om zicht te 

houden op andere onderzoekers in het veld die aan gelijkaardige onderwerpen werken. 

 



 

 

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. 

                               In geval de dieren een operatie ondergaan (minipompimplantatie, TAC of MI) krijgen de 

dieren peri-, per- en post-operatieve analgesie volgens geaccepteerde richtlijnen zoals GV SOLAS.  

Alle dieren worden intensief gemonitord en bij afwijkend gedrag wijzend op pijn of ontsteking zal gepaste 

pijnstilling/ontstekingsremming worden ingezet. 

De intracardale injectie in neonatale muizen wordt toegediend nadat de muizen tijdelijk en kortdurend op ijs 

hebben gelegen ter verdoving. 

 
I. Overige aantasting van het welzijn en maatregelen 

 Welke eventuele andere vormen van welzijnsaantasting worden voorzien? 

 -De neonatale dieren en hun moeders ondergaan lichte welzijnsaantasting in de vorm van verstoring van 

het nest. Tevens kan, wanneer toegepast, de intracardiale injectie leiden tot ongerief. Het virale construct 

zelf veroorzaakt geen ongerief.  

-Daarnaast kan afhankelijk van het kandidaat molecuul, meer of minder ongerief worden ervaren. In het 

geval van het gebruik van virale vectoren is het ongerief door kandidaat molecuul manipulatie vooraf niet in 

te schatten. In het geval van het gebruik van transgene dieren is het ongerief voorafgaand aan de proef 

geregistreerd.  

 

-Angiotensine II / TAC /MI/CVB3/PE worden toegepast om hartfalen te veroorzaken. Dit kan gepaard gaan 

met ademhalingsklachten en apathie.  



 

 

-De minipompimplantatie en het openknippen van de huid voor TAC en MI operatie veroorzaken een 

huidwond die kan gaan ontsteken. De dieren kunnen verminderde mobiliteit ervaren. 

-een PE injectie veroorzaakt een acute steiging in bloeddruk en kan gepaard gaan met hoofdpijn en 

duizeligheid. 

-Hoogvetdieet: het vet in de voeding kan de vacht vettig maken. Het zelfverzorgend gedrag van de dieren 

zal dus nauwlettend in het oog worden gehouden. De muizen die een hoog vet dieet gevoed krijgen 

ontwikkelen pre-diabetes symptomen, zoals overgewicht, hoog bloedsuiker gehalte, hoog insuline gehalte 

en verminderde fysieke gezondheid. 

-CVB3 veroorzaakt in bepaalde muizenstammen gastro-intestinale klachten.                                             

 Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn. 
 Angiotensine II induceert hartfalen in de muizen met bovenbenoemde symptomen.  

Het afbinden van de aorta (TAC) en MI induceren beide een hoge cardiale druk in het linker ventrikel en 

uiteindelijk ontwikkelen de muizen hartfalen met bovenbenoemde symptomen. 

PE veroorzaakt acute hypertensie met bovenbenoemde symptomen. 

Het hoog vet dieet induceert een pre-diabetes staat in de muizen.  

Virale myocarditis gaat gepaard met een sterke ontstekingsreactie in het hart die hartfalen veroorzaakt. 

Daarnaast is CVB3 is een enterovirus met gastrointestinale effecten.                       
 
Beschrijf welke maatregelen worden genomen om deze schadelijke effecten te voorkomen of waar mogelijk 

te minimaliseren. 
 
De muizen worden dagelijks gemonitord en regelmatig gewogen om aantasting van hun welzijn tijdig te 

ontdekken, waarna een besluit zal worden genomen het dier al dan niet uit experiment te halen met het oog 

op de vastgestelde humane eindpunten. 

Er wordt a-septisch gewerkt om  ontsteking van de wond na minipompimplantatie resp. TAC/MI operatie te 

voorkomen.  

Tevens wordt, wanneer nodig, in neonatale muizen de intracardiale injectie uitgevoerd onder 

hypothermische omstandigheden door een ervaren dierproef deskundige ter voorkoming van complicaties 

en ongerief.                               

 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. 

           De dieren zullen voortijdig ge-euthanaseerd worden bij: 

· open wond na minipompimplantatie met naar buiten komen van het pompje en ontsteking die niet 

reageert op behandeling. 

· hartfalen ten gevolge van AngII-behandeling resp. TAC/MI / CVB3 infectie al dan niet in combi met 

hoog vet dieet, gepaard met moeilijk ademhalen en apathie. De mate van ongerief wordt ingeschat 

op basis van grimace scale, algemene indruk, activiteit, houding, gedrag, verzorging, verloop 

lichaamsconditie en gewicht, ademhaling, kleur mucosa, hartfunctiemetingen.  

· Koorts en dehydratie ten gevolge van CVB3 infectie. 

· Neonatale pups: geen melkspot/ verstoten uit nest. 

· Ernstige huidproblemen als gevolg van hoog vet dieet. 

· overige ziektes of condities welke ernstige pijn, ongerief of lijden indiceren.  

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

 10% 

 
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. 
 



 

 

 
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. 

 Organen worden geexplanteerd tbv moleculair en histologisch onderzoek. 

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  

  



                                                                        

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             1 Algemene gegevens 

 
1.1 Vul uw deelnemernummer 

van de NVWA in. 

 

 

10700 

  1.2 Vul de naam van de 

instelling of organisatie in. 
Universiteit Maastricht 

    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 

  

4-R1 

 Angiotensine II-behandeling of TAC in de transgene db-/-

muis als model van metabool syndroom in combinatie met 

hartfalen 

  

2 Beschrijving dierproeven 

 
A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters 

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

 Kandidaat niet-coderende RNA moleculen die een rol blijken te hebben in het ontwikkelen van hartfalen in 

een pre-diabetes model (angII/TAC  + hoog vet dieet), zullen nader onderzocht worden in een meer 

vergevorderd diabetes model. Hiervoor maken we gebruik van transgene db-/- muizen. Deze muizen zijn een 

geaccepteerd en goed bestudeerd model voor obesitas en type 2 diabetes. De muizen presenteren zich met 

diabetische symptomen die een leeftijdsgebonden progressie volgen, wat ook wordt gezien in patienten met 

het diabetes. Daarnaast wordt in deze muizen ook een vroege insuline resistentie gedetecteerd dat 

resulteert in hyperglycemia. Db-/- muizen worden gebruikt voor het bestuderen van cardiale gevolgen van 

diabetes, zoals diabetische cardiomyopathie.  

Om de rol van de kandidaat moleculen te bestuderen in het metabole syndroom (diabetes, obesitas en 

hypertensie), worden de db-/- muizen blootgesteld aan drukoverbelasting door AngII infusie of TAC operatie. 

Dit zal een meer klinisch relevant beeld geven van de patienten die zich presenteren met het metabole 

syndroom in de kliniek.  

 

De primaire uitkomstparameters zijn 1) hartfunctie gemeten met echocardiografie of MRI 2) hartgewicht en 

3) cardiale/perifere celresponsen: cardiomyocyt hypertrofie en metabolisme, endotheeldysfunctie, 

ontstekingsrespons en/of cardiale bindweefselvorming. Secundaire uitkomstparameters zijn 4) insuline 

resistentie, 5) hyperglycemie en 6) hypercholesterolemie. Bloeddruk zal enkel worden gemeten ter controle 

van het bloeddrukeffect van Angiotensine II en daarom volstaat een meting middels tail cuff. 

 

Het manipuleren van de aanwezigheid van individuele kandidaat niet-coderende RNA moleculen in de muis 

zal gebeuren door de injectie van een korte DNA sequentie (oligo/antagomiR/mimic/adeno-geassocieerde 

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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virale vector). 

 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. 

 Het dier zal een aantal behandelingen ondergaan:  



 

 

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

een minimum te beperken. 

 Na vaststelling van de spreiding en het verwachte verschil per gen, op basis van de eerdere (in vitro) 

experimenten, zal gebruik worden gemaakt van de powerberekening obv de formule van Sachs om de 

definitieve groepsgrootten te berekenen. Ook kan dan de verwachte uitval gespecificeerd worden. 

 B. De dieren 

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

 Er zal gebruik worden gemaakt van zowel mannelijke als vrouwelijke muizen (mannelijk en vrouwelijke) met 

een Db-/- achtergrond en controle db  -/+ muizen. De muizen worden geleverd door een vergund fokbedrijf 

of andere vergunde (internationale) universiteiten.  

 

Per experiment/kandidaat molecuul schatten we in, op basis van onze ervaring, maximaal 160 muizen te 

gebruiken (40 per experimentele groep; 20 niet gemanipuleerde muizen en 20 muizen met gemanipuleerde 

kandidaatmolecuul expressie). Het aantal experimentele groepen per experiment is 4: 

 

In 5 jaar tijd zullen maximaal 16 kandidaat moleculen onderzocht worden met deze methode. In totaal 

wordt er dus geschat zo’n 2560 muizen nodig te hebben. 

 

Wanneer oligos worden gebruikt voor de manipulatie van het kandidaat molecuul, wordt gebruik gemaakt 

van 5-14 weken oude muizen. Wanneer gebruik wordt gemaakt van adeno-geassocieerde virale vectoren 

voor de manipulatie van het kandidaat molecuul, wordt gebruik gemaakt van neonatale muizen van WT 

drachtige moeders of 5-14 weken oude muizen. Wanneer gebruikt gemaakt wordt van neonatale muizen 

voor de injectie van het virus, wordt pas met angiotensine II begonnen zodra de muis volwassen is (8-12 

weken oud). 
 
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: Het hart is een complex orgaan dat uit meerdere celtypen bestaat en dat blootgesteld is aan 

elementen uit de circulatie (cellen, boodschappers waaronder RNA moleculen, voedingsstoffen, zuurstof 

etc). Als alternatief op dierproeven kunnen hartspiercellen worden blootgesteld aan media van bijvoorbeeld 

gekweekte ontstekingscellen om de interacties tussen deze celtypen na te bootsen (co-cultuur), of kunnen 

organoiden uit stamcellen worden gebruikt. Echter, deze benaderingen hebben een aantal cruciale 

tekortkomingen: 1) in geval van co-cultuur wordt de invloed van het lokale milieu van de cellen genegeerd; 

het extracellulaire klimaat en de overige buurcellen zoals endotheelcellen, fibroblasten, gladde spiercellen, 

dendritische cellen etc.; 2) in geval van co-cultuur  en organoiden zijn dit gekweekte cellen die niet alle 

eigenschappen van primaire en natuurlijk gedifferentieerde cellen in hun natuurlijke omgeving hebben; 3) 

elke hartspiercel wordt gevoed door een bloedvat, celexperimentele condities missen de gereguleerde 

aanwezigheid van circulerende substanties zoals glucose, insuline en vetzuren alsook circulerende RNA 

moleculen. De in vivo omgeving is dermate complex dat proefdieronderzoek een cruciaal onderdeel zal 

blijven van proefondervindelijk medisch onderzoek gericht op het vinden van medicijnen. Voor het komen 

tot nieuwe inzichten voor de behandeling van hartfalen is het daarom noodzakelijk om proefdieren te 

gebruiken. 

 

-vermindering: de statistische methode om tot een geschikte groepsgrootte te komen voor significante 

betekenisvolle resultaten, resultaten uit historische samples en uit in vitro onderzoek, het combineren van 

controlegroepen indien mogelijk, en de ervaring van de onderzoeksgroep met dit model, waarborgen het 

gebruik van zo min mogelijk dieren.  

 

-verfijning: het huidige model is een redelijk verfijnd model om het metabole syndroom te bestuderen, 

gezien er geen invasieve operaties bij komen kijken (Bilsen et al, PloS One 2014) en de muizen spontaan 

obesitas en diabetes ontwikkelen. Het huidige TAC model is het meest geaccepteerde en bestudeerde model 

om hartfalen te onderzoeken (Heymans et al, Circulation 2013). Onze labtechnici worden continu getraind 

om de TAC operatie uit te voeren en te verfijnen en daardoor het ongerief voor de muizen zo veel mogelijk 

te beperken, en doen dit inmiddels zonder het sternum in te knippen. De hartfunctie wordt op een non-

invasie manier gemeten door middel van echo of MRI.  

 

 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. 

 Dieren krijgen op de dag van de minipompimplantatie/TAC operatie voorafgaand aan de operatie pijnstilling 

toegediend, en dit wordt zolang als nodig na operatie gegeven, gewoonlijk 1-3 dagen. Alle dieren worden 

dagelijks gemonitord en regelmatig gewogen en in geval van ziekte of pijn wordt een passende behandeling 

gezocht volgens vooraf vastgestelde humane eindpunten.  

 

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. 

 Dit betreft geen wettelijk vereist onderzoek. Er wordt uitgebreid literatuuronderzoek uitgevoerd om te 

voorkomen dat onnodig studies worden herhaald, en ook worden relevante congressen bezocht om zicht te 

houden op andere onderzoekers in het veld die aan gelijkaardige onderwerpen werken. 

 
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. 

                               De dieren krijgen peri-, per- en post-operatieve analgesie volgens geaccepteerde 

richtlijnen zoals GV SOLAS. De dieren worden intensief gemonitord en bij afwijkend gedrag wijzend op pijn 

of ontsteking zal gepaste pijnstilling/ontstekingsremming worden ingezet. 

De intracardale injectie in neonatale muizen wordt toegediend nadat de muizen tijdelijk en kortdurend op ijs 

hebben gelegen ter verdoving. 

 
I. Overige aantasting van het welzijn en maatregelen 

 Welke eventuele andere vormen van welzijnsaantasting worden voorzien? 

 -De neonatale dieren en hun moeders ondergaan lichte welzijnsaantasting in de vorm van verstoring van 

het nest. Tevens kan, wanneer toegepast, de intracardiale injectie leiden tot ongerief. Het virale construct 

zelf veroorzaakt geen ongerief.  

-Daarnaast kan afhankelijk van het kandidaat molecuul, meer of minder ongerief worden ervaren door de 

genmanipulatie. Dit is vooraf niet in te schatten. 

 

-AngII/TAC wordt toegepast om hartfalen te veroorzaken. Dit kan gepaard gaan met ademhalingsklachten 

en apathie.  

-De minipompimplantatie en het openknippen van de huid voor TAC operatie veroorzaken een huidwond die 

kan gaan  ontsteken of slecht helen tgv diabetes. De dieren kunnen verminderde mobiliteit ervaren. 

 

-db-/-: Deze dieren ontwikkelen diabetische symptomen, zoals overgewicht, hoog bloedsuiker gehalte, hoog 

insuline gehalte, polyurie, polydipsie, slechte wondheling en verminderde fysieke gezondheid.                               

 Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn. 
 
Angiotensine II induceert hartfalen in de muizen met bovenbenoemde symptomen.  

Het afbinden van de aorta (TAC) induceert een hoge cardiale druk in het linker ventrikel en uiteindelijk 

ontwikkelen de muizen hartfalen met bovenbenoemde symptomen. 



 

 

Db-/- knockout induceert obesitas en diabetes.                                          
 
Beschrijf welke maatregelen worden genomen om deze schadelijke effecten te voorkomen of waar mogelijk 

te minimaliseren. 
 De muizen worden dagelijks gemonitord en regelmatig gewogen om aantasting van hun welzijn tijdig te 

ontdekken, waarna een besluit zal worden genomen het dier al dan niet uit experiment te halen met het oog 

op de vastgestelde humane eindpunten. Diabete muizen krijgen aangepaste verzorging/ huisvesting 

passend bij het ziektemodel. 

Er wordt a-septisch gewerkt om ontsteking van de wond na minipompimplantatie resp. TAC operatie te 

voorkomen.  

Tevens wordt, wanneer nodig, in neonatale muizen de intracardiale injectie uitgevoerd onder 

hypothermische omstandigheden door een ervaren dierproef deskundige ter voorkoming van complicaties 

en ongerief.                               

 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. 

           De dieren zullen voortijdig ge-euthanaseerd worden bij: 

· open wond na minipompimplantatie met naar buiten komen van het pompje en en ontsteking die 

niet reageert op behandeling. 

· hartfalen ten gevolge van AngII-behandeling resp. TAC, gepaard met moeilijk ademhalen en 

apathie. 

· overige ziektes of condities welke ernstige pijn, ongerief of lijden indiceren. Db-/- muizen ervaren 

ernstige immobiliteit als gevolg van ernstig overgewicht en diabetes. Mate van ongerief wordt o.a. 

bepaald aan de hand van grimace scale, algemene indruk, activiteit, houding, gedrag, verzorging, 

verloop lichaamsconditie en gewicht, ademhaling,kleur mucosa, hartfunctiemetingen. 

 

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

 10% 

 
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. 

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. 

 Organen worden geexplanteerd tbv moleculair en histologisch onderzoek. 

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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Inventaris Wob-verzoek W17-09

wordt verstrekt weigeringsgronden

nr. document NTS 20171004 reeds openbaar niet geheel deels 10.1.c 10.2.e 10.2.g 11.1

1 Aanvraagformulier x x x

2 NTS oud x

3 NTS nieuw x

4 Projectvoorstel x

5 Bijlage beschrijving dierproeven 1 x

6 Bijlage beschrijving dierproeven 1 aangepast x

7 Bijlage beschrijving dierproeven 2 x

8 Bijlage beschrijving dierproeven 3 x

9 Bijlage beschrijving dierproeven 3 aangepast x

10 Bijlage beschrijving dierproeven 4 x

11 Bijlage beschrijving dierproeven 4 aangepast x

12 Ontvangstbevestiging en factuur x x x

13 DEC advies  x

14 Verzoek en antwoord op verzoek om aanvullende informatie x x x

15 Advies CCD x x

16 Beschikking en vergunning x x x
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                                         1 Algemene gegevens

1.1 Titel van het project Onderwijs departement Pathobiologie

1.2 Looptijd van het 

project

1 september 2017-31 augustus 2022

1.3 Trefwoorden 
(maximaal 5)

Onderwijs diergeneeskunde en biomedische wetenschappen

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)

In het departement Pathobiologie van de faculteit diergeneeskunde van de 

Universiteit Utrecht wordt veel onderwijs gegeven t.b.v. de opleiding 

Diergeneeskunde (zowel Bachelor als Master), de opleiding Biomedische 

Wetenschappen en binnen het Science department van het University College 

Utrecht. Een deel van dit onderwijs vindt plaats met dieren, die volgens de 

Wet op de dierproeven als proefdier aangemerkt moet worden, aangezien ze 

voorafgaand aan of tijdens het onderwijsmoment gedood worden. Het betreft 

onderwijs in de basisvakken Anatomie en Fysiologie en in de Pathologie. 

Iedere universitaire opleiding heeft zogenaamde eindtermen. Dit zijn de 

leerdoelen, die een student na het voltooien van zijn studie behaald moet 

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

X 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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hebben. 

 

Anatomie  

In de eindtermen van de opleidingen diergeneeskunde en biomedische 

wetenschappen worden de basisvakken niet apart benoemd. Echter, anatomie 

is in meerdere opzichten heel belangrijk voor een groot deel van de 

eindtermen. De studenten moeten het basisbouwplan begrijpen van vogels en 

zoogdieren en de aanpassingen hierop, die noodzakelijk zijn voor bijvoorbeeld 

het verteren van planten of het kunnen bewegen op oneffen bodem. Verder is 

de kennis van anatomie van belang voor het begrijpen van de relatie tussen 

vorm (hoe ziet het eruit?) en de functie (hoe werkt het?). Het doen van een 

goed lichamelijk onderzoek kan alleen als de student een goede kennis heeft 

van de ligging van organen en dat geldt ook voor het kunnen bekijken van 

röntgenfoto’s en het uitvoeren van operatieve ingrepen. De leerdoelen in het 

Anatomieonderwijs omvatten het verkrijgen van 3D-inzicht in de bouw van, 

voor de opleidingen diergeneeskunde en biomedische wetenschappen, 

relevante diersoorten. Juist door het gebruik van dierlijk materiaal binnen de 

anatomie wordt ook nog aan andere leerdoelen bijgedragen, zoals ethisch 

normbesef ten aanzien van gebruik van dierlijk materiaal in het onderwijs en 

het respectvol omgaan met dierlijk materiaal. 

 

Fysiologie  

De Nederlandse vertaling van het woord fysiologie is functieleer. Het 

vakgebied houdt zich bezig met alle processen in een cel, weefsels, organen 

en/of het hele lichaam en hoe die beïnvloed kunnen worden door normaal 

optredende activiteiten, zoals bijvoorbeeld vertering of beweging. Tijdens het 

practicum farmacologische beïnvloeding spierfunctie bestuderen de studenten 

de werking van 4 soorten spieren die bij aanvang van het practicum uit een 

kort daarvoor gedode rat geprepareerd worden. Tijdens het practicum werken 

studenten nauw samen om hun verwachting te formuleren, om betrouwbare 

resultaten te verkrijgen en deze te verklaren en mondeling te presenteren. 

Hierdoor komt er meer begrip van de samenhang van de functie en de vorm 

(anatomie), de toediening van medicijnen (farmacologie) en de scheikundige 

achtergrond van de processen (biochemie). Tevens is dit het eerste moment 

waarop de studenten de euthanasie van een dier van dichtbij meemaken. De 

studenten diergeneeskunde moeten hierop reflecteren en het verslag wordt 

opgenomen in hun portfolio persoonlijke professionele ontwikkeling.  

Pathologie 

Pathologie omvat de ziekteleer; in deze aanvraag specifiek de ziekteleer van 

vissen. De vis is niet standaard een onderdeel in de opleiding tot dierenarts; 

geïnteresseerde studenten kunnen dit vak kiezen. Het doel van het keuzevak 

“Vis” is om studenten een solide basis mee te geven voor de praktijk. Deze 



basis houdt in dat studenten zelfstandig de gezondheidsstatus van een 

aquarium en een vijver, waarin vissen worden gehouden, kunnen beoordelen. 

Dit gebeurt aan de hand van het bepalen van de waterkwaliteit, de aard van de 

beplanting en de klinische aspecten van de vissen. 

Om het klinisch beeld van de vissen te kunnen beoordelen moeten studenten 

enkele handelingen verrichten, waarbij niet alleen het kijken om de hoek komt 

kijken. Studenten moeten een huidafkrabsel kunnen maken en beoordelen, 

bloed afnemen en een kieuwmonster kunnen nemen. In het geval van ziekte in 

aquaria en/of vijvers met zieke vissen moeten zij in staat zijn om een zieke vis 

te anestheseren en te euthanaseren en vervolgens sectie op de vis te 

verrichten. 

De reden waarom bij vissen meer standaardhandelingen worden verricht 

vergeleken bij andere huisdieren is, omdat een ziekte zich zeer snel kan 

verspreiden in een aquarium of vijver door de aard van het milieu en de vaak 

grote bevolkingsdichtheid met als gevolg flinke uitvallen. Het is dus zeer 

belangrijk dat een dierenarts snel kan inschatten met welke ziekte hij/zij te 

maken heeft en welke maatregelen onmiddellijk genomen moeten worden.  

Dit houdt in dat een dierenarts ter plekke het meeste onderzoek zelf verricht 

en tevens weefselmonsters neemt en die behandelt om te versturen voor 

specialistisch diagnostisch onderzoek (virusdiagnostiek, histologisch 

onderzoek, bacteriekweek). Dit is dan ook het belangrijkste leerdoel van dit 

practicum. 

 

3.2 Welke opbrengsten 

worden van dit project 

verwacht en hoe dragen 

deze bij aan het 

wetenschappelijke en/of 

maatschappelijke 

belang?

De dierenarts is de enige professional die is opgeleid om de gezondheid van 

dieren te bewaken, dieren te genezen, en zoönosen (ziekten die ook een 

gevaar voor de mens opleveren) te herkennen. De taak van de dierenarts met 

betrekking tot de volksgezondheid en voedselveiligheid wordt steeds 

belangrijker geacht door overheid en burgers.

3.3 Welke diersoorten en 

geschatte aantallen 

zullen worden gebruikt?

De aanvraag is voor 10 pony’s, 15 varkens, 15 runderen, 550 kippen, 100

ratten en 260 siervissen

3.4 Wat zijn bij dit project 

de verwachte negatieve 

gevolgen voor het 

welzijn van de 

proefdieren?

Alle dieren worden voorafgaand of tijdens het onderwijsmoment gedood.

Aangezien de dieren naar de faculteit diergeneeskunde getransporteerd 

moeten worden, zou hierbij hinder (stress) kunnen optreden. Verder kunnen 

een aantal vissen ongerief ondervinden door het ziekteproces waaraan ze 

lijden. 

3.5 Hoe worden de 

dierproeven in het 

project ingedeeld naar 

de verwachte ernst?

licht

3.6 Wat is de bestemming Alle dieren worden gedood.



van de dieren na afloop?

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.

Anatomie:

Het eindleerdoel van de anatomie is verkrijgen van 3d inzicht van het dier 

(hoe ziet het dier er driedimensionaal uit onder de huid). Dit leerdoel kan in 

een groot aantal kleinere brokken worden gesplitst, zoals bijvoorbeeld het 

leren van de organen die aanwezig zijn, de naamgeving van structuren, het 

uiterlijk van die structuren etc. Dit zijn deel-leerdoelen die zonder 

proefdiergebruik behaald kunnen worden, maar via e-learning modules, 

tekstboeken, skeletmateriaal en preparaten in het uitgebreide 

studielandschap van de faculteit Diergeneeskunde. Het dissectieonderwijs 

(snijpracticum) wordt ingezet voor het bereiken van de laatste verdiepende 

stap, het vrijprepareren van structuren uit omliggende structuren. De plaatjes 

in het boek, op internet of in de e-learning programma’s en zelfs de voor-

geprepareerde preparaten zijn weliswaar gebaseerd op of verkregen vanuit 

de levensechte situatie, alleen ‘in het echt’ liggen alle structuren ingebed in 

vet of andere weefsels, waaruit ze losgemaakt moeten worden. Het besef dat 

niet alles ‘voor de deur’ ligt, maar ingebed, waarbij tevens door het 

verwijderen en manipuleren met de organen gewerkt wordt aan een 3D-

inzicht waar ook de handen betrokken bij zijn, is het uiteindelijke doel van het 

praktisch anatomie-onderwijs. 

 

Voor een groot aantal snijpractica kunnen we aan reeds gedode dieren 

komen (surplus farmaceutische industrie, DierDonorCodicil), die we al dan 

niet in tweede instantie fixeren. Echter voor de in dit document bedoelde 

diersoorten (kip, pony, rund en varken) lukt dat (nog) niet (altijd). Af en toe 

komen er kippen beschikbaar, die na de dood overgenomen kunnen worden 

en ingevroren bewaard worden tot het onderwijsmoment. 

Fysiologie

Er zijn nog geen digitale alternatieven voor het fysiologie-onderwijs 

voorhanden. De vrij eenvoudige simulaties die voorhanden zijn (Mastering 

Physiology van Pearson en Clive van Vetschools UK 

(http://www.vet.ed.ac.uk/clive_ed/CTD.htm)) worden wel als verplicht 

zelfstudiemateriaal gebruikt ter voorbereiding op het practicum. Meer 

geavanceerde digitale experimenteeromgevingen zoals Labster, Lab buddy en 

Late nite lab hebben op dit vakgebied (nog) geen digitale 

experimenteeromgeving.  

Vis 

Het onderwijs waarbij de inzet van proefdieren vereist is, wordt goed 



voorbereid door de studenten. Er is geen alternatief voorhanden om de 

handelingen op te oefenen. 

4.2 Vermindering

Leg uit hoe kan worden 

verzekerd dat een zo 

gering mogelijk aantal 

dieren wordt gebruikt.

Anatomie kip: Vier studenten werken aan één kip. Uit ervaring weten we dat 

bij meer dan vier studenten per kip de efficiëntie van het onderwijs 

vermindert, want één student leest de handelingen voor, een tweede maakt 

aantekeningen en de twee overigen voeren de handeling uit. Deze taken 

rouleren gedurende het vier uur durende practicum. Indien er meer 

studenten bij de tafel staan, is de ervaring dat de student(en) die geen taak 

heeft (hebben) niet geconcentreerd mee doet (doen). Er zijn per jaar 175 

BMW en 225 diergeneeskunde studenten. 

Anatomie Master: Uit ervaring weten we dat het onderwijs aan paard en 

rund optimaal verloopt bij maximaal 20 studenten. Bij LH zijn vaak meer 

studenten aanwezig, maar deze verdelen zich over twee kadavers, nl. het 

varken en het rund. Het varken, meestal zo’n 60 kg, is niet groot genoeg voor 

20 studenten, maar wel voor groepjes van vijf, die om de beurt prepareren. 

Per jaar zijn er maximaal 36 studenten in de Master paard en 75 studenten in 

de Master LH. 

Fysiologie: Per practicum wordt 1 rat gebruikt, waarvan de spieren over 4 

opstellingen verdeeld worden. Per opstelling werken 3 tot 4 studenten 

samen. Het vergroten van de practicumgroepen brengt met zich mee dat een 

aantal studenten als toeschouwer aanwezig zijn en niet zozeer als deelnemer. 

De effectiviteit van het onderwijs gaat dan verloren. In het eerste jaar 

diergeneeskunde zijn er 225 studenten, voor het UCU zijn er maximaal 30 

studenten. 

Vis: Twee vissen per student. De organen van de siervissen zijn te klein om 

alle diagnostische handelingen op één vis te kunnen uitvoeren cq. oefenen. 

De handelingen worden eerst door de docent gedemonstreerd en daarna 

door de studenten uitgevoerd. 

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. 

Anatomie kip: de kip is de enige vogelsoort die integraal behandeld wordt in 

het onderwijs. Verder is de kip groot genoeg om alle belangrijke structuren 

te laten bestuderen.

Anatomie Master: het betreft hier dieren die behoren tot het onderwerp van 

de Master die de studenten gekozen hebben.

Fysiologie rat: de spieren van de rat zijn groot genoeg om in de opstelling 

gemonteerd te worden en om leesbare uitslagen te geven na stimulatie.

Keuzevak vis: er is nu gekozen voor siervissen. Indien beschikbaar zouden 

dit ook zieke kweekvissen kunnen zijn.

Vermeld welke algemene 

maatregelen genomen 

worden om de negatieve 

De dieren worden voorafgaand aan de dood verdoofd.



(schadelijke) gevolgen 

voor het welzijn van de 

proefdieren zo beperkt 

mogelijk te houden.

5 In te vullen door de CCD

Publicatie datum

Beoordeling achteraf

Andere opmerkingen



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. 

Onderwijs departement Pathobiologie

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

X 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.

In het departement Pathobiologie van de faculteit diergeneeskunde van de Universiteit Utrecht wordt 

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).
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veel onderwijs gegeven t.b.v. de opleiding Diergeneeskunde (zowel Bachelor als Master) (Anatomie, 
Fysiologie en Pathologie), de Bachelor-opleiding Biomedische Wetenschappen (Anatomie) en binnen de
Physiology track van het Science department van het University College Utrecht (Fysiologie) (verplicht 
onderdeel voor studenten die de SUMMA (Selective Utrecht Medical Master) willen gaan doen. Een deel 
van dit onderwijs geschiedt met dieren, die volgens de Wod als proefdier aangemerkt moet worden,
aangezien ze voorafgaand aan of tijdens het onderwijsmoment gedood worden.

Anatomie

In de eindtermen van de opleidingen diergeneeskunde en biomedische wetenschappen staat geen apart 

katern voor basisvakken, noch voor het behalen van anatomische leerdoelen. Echter, Anatomie is een 

onmisbaar basisvak, omdat het het fundament vormt voor het begrijpen van het basisbouwplan, van 

vorm en functie relaties, voor het klinisch/lichamelijk onderzoek, voor de interpretatie van de resultaten 

uit beeldvormend onderzoek en voor de chirurgie. De leerdoelen in het Anatomieonderwijs behelzen het 

verkrijgen van 3D-inzicht in de bouw van, voor de opleidingen diergeneeskunde en biomedische 

wetenschappen, relevante diersoorten. Voor beide opleidingen worden ook nog andere leerdoelen 

behaald, zoals ethische normbesef ten aanzien van gebruik van dierlijk materiaal in het onderwijs en het 

respectvol omgaan met dierlijk materiaal.

Niet alle leerdoelen vereisen inzet van proefdieren. De 3D-eindterm kan worden onderverdeeld in een 

groot aantal kennis- en inzichtleerdoelen, zoals het herkennen en benoemen van anatomische structuren

en het beredeneren van de functie en het innervatiepatroon. Deze leerdoelen kunnen worden behaald via 

e-learning modules, zelfstudie vanuit tekstboeken, skeletmateriaal en preparaten in het uitgebreide 

studielandschap van de faculteit Diergeneeskunde en via contactonderwijs met voor-geprepareerde

preparaten voorafgaand aan het dissectieonderwijs. Het dissectieonderwijs wordt ingezet voor het 

bereiken van de laatste verdiepende stap, het vrijprepareren van structuren uit de omliggende 

structuren. De plaatjes in het boek, op internet of in de e-learning programma’s en zelfs de voor-

geprepareerde preparaten zijn weliswaar gebaseerd op of verkregen vanuit de levensechte situatie, 

alleen is hier wel een prepareerstap aan vooraf gegaan. ‘In het echt’ liggen alle structuren ingebed in 

vet, bindweefsel of fascie, waaruit ze losgemaakt moeten worden. Het besef dat niet alles ‘voor de deur’ 

ligt, maar ingebed, waarbij tevens door het verwijderen en manipuleren met de organen gewerkt wordt 

aan een 3D-inzicht waar ook de handen betrokken bij zijn, is het uiteindelijke doel van het praktisch 

anatomie-onderwijs. Door te werken met de handen en instrumentarium, wordt de oog-hand coördinatie 

verbeterd (uit de literatuur is bekend studenten beter leren palperen als ze kunnen zien, wat er 

gepalpeerd wordt).

Voor een groot aantal dissectiepractica kunnen we aan reeds gedode dieren komen (surplus 

farmaceutische industrie, DierDonorCodicil), die we al dan niet in tweede instantie fixeren. Echter voor de

in dit document bedoelde diersoorten (kip, pony, rund en varken) lukt dat (nog) niet (altijd). Af en toe 

komen er kippen beschikbaar, die na de dood overgenomen kunnen worden en ingevroren bewaard 

worden tot het onderwijsmoment.

Fysiologie

Het practicum farmacologische beïnvloeding spierfunctie is verplicht onderwijs voor iedere 1e-jaars Dgk 

student en het resultaat telt mee voor de eindbeoordeling van het onderwijsblok Externe Beïnvloeding 

Celfunctie. Tijdens het practicum wordt met ex-vivo materiaal gewerkt afkomstig van surplus ratten. 

Studenten werken nauw samen bij 1) het opstellen van de hypothesen m.b.t. de farmacologische 

beïnvloeding van de drie spiersoorten (hart, glad en skelet), 2) het verkrijgen van betrouwbare 

resultaten en 3) het verklaren en mondeling presenteren van de uitkomsten. Studenten geven aan dat 

het ze ook helpt bij het verkrijgen van inzicht in de samenhang tussen verschillende vakgebieden (o.a. 

fysiologie, farmacologie, anatomie, biochemie). Tevens is dit het eerste moment waarop de studenten de 

euthanasie van een dier van dichtbij meemaken. Zij moeten hierop reflecteren en het verslag wordt 

opgenomen in hun portfolio persoonlijke professionele ontwikkeling. Voor de derdejaars studenten van 

het University College geldt dit bovenstaande ook en vormt dit practicum tevens een belangrijke 

voorbereiding op de SUMMA, de vierjarige Master waarmee deze studenten als arts en onderzoeker 



kunnen afstuderen.

Uit het bovenstaande blijkt het practicum nauw is afgestemd op 5 van de 7 competentiegebieden van de 

toekomstige veterinaire professional (JAVMA 245(8), 906-913, 2014): wetenschappelijke vorming, 

samenwerken, persoonlijke ontwikkeling, veterinaire expertise en communicatie.

Volwaardige digitale alternatieven zijn vooralsnog niet voorhanden. De vrij eenvoudige simulaties die er 

zijn (Mastering Physiology van Pearson en Clive van Vetschools UK 

(http://www.vet.ed.ac.uk/clive_ed/CTD.htm)) worden wel als verplicht zelfstudiemateriaal gebruikt ter 

voorbereiding op het practicum. Meer geavanceerde digitale experimenteeromgevingen zoals Labster, 

Lab buddy en Late nite lab hebben op dit vakgebied (nog) geen digitale experimenteeromgeving. Dit jaar 

heeft de universiteit Utrecht onze USO (Universitair Stimuleringsfonds Onderwijs) aanvraag e-labs en 

pre-labs goedgekeurd en is 250.000€ beschikbaar gesteld om de voor- en nadelen van digitaal “in-silico” 

experimenteren te onderzoeken. In samenwerking met Labster zal de komende jaren in eerste instantie 

een digitale celbiologische experimenteeromgeving worden ontwikkeld. Labster heeft interesse in het 

ontwikkelen van toepassingen voor de medische fysiologie, maar het heeft niet hun prioriteit. Wij gaan 

ervan uit dat de samenwerking met Labster over een aantal jaren zijn vruchten begint af te werpen en 

daarmee ook de deur opent naar de ontwikkeling van experimenteersimulaties op het gebied van 

spierfysiologie/farmacologie. In samenwerking met Labster, het UCU en de beta-faculteit zal de komende 

jaren dus eerst een digitale celbiologische experimenteeromgeving worden ontwikkeld die de 

werkelijkheid enigszins moet benaderen; ruimte voor eigen vraagstellingen, variabele meetopstellingen, 

meetfouten en samenwerken. Deze pilot moet binnen 3 jaar duidelijk maken of met digitaal 

experimenteren bovenstaande leerdoelen/competenties kunnen worden gehaald. Indien de uitkomsten 

positief zijn zullen we een digitale experimenteeromgeving farmacologische beïnvloeding spierfunctie

gaan ontwikkelen, die het ex-vivo experiment gedurende een periode van 3 jaar stapsgewijs zal gaan 

vervangen. 

Dit practicum is een verplicht practicum omdat:

Het is voor studenten belangrijk om zo vroeg mogelijk in hun studie te kunnen ervaren of de studie 

Diergeneeskunde een juiste keuze is. Dat houdt o.a. in dat ze aan den lijve ervaren wat het is om 

een (surplus) dier te euthanaseren en met warm dierlijk materiaal te moeten kunnen werken. Dit 

moet dus zo vroeg mogelijk in de studie plaatsvinden. 

De complexe theorie van spierfunctie, elektrofysiologie en farmacologische beïnvloeding 

spierfunctie (hart, glad en skelet) wordt in het 1
ste

 jaar behandeld, maar veel studenten zijn niet in 

staat de samenhang zelf te ontdekken en tot een hoger abstractieniveau te komen. Ieder jaar blijkt 

uit de vele positieve opmerkingen in de studenten enquêtes dat het verplichte practicum ze enorm 

geholpen om de theorie te begrijpen, de samenhang te ontdekken en de 

toepassingsmogelijkheden te zien. 

Praktijkoefening is het op een na hoogste niveau in de leerpiramide van Bales. 

Het practicum is nauw afgestemd op het competentieprofiel van de toekomstige dierenarts; 

wetenschappelijk handelen en denken, samenwerken, persoonlijke ontwikkeling, veterinaire 

expertise en communicatie zijn allemaal aspecten die in het practicum aan bod komen.  

Een van de aanbevelingen in het rapport van de visitatiecommissie (American Veterinary Medical 

Association (AVMA)) is dat er meer aandacht in de Bachelor moet komen voor 

praktisch/experimenteel werk.  

De beschikbare digitale alternatieven (simulatieprogramma’s) zijn nu nog te primitief, maar 

worden al wel ingezet als zelfstudiemateriaal ter voorbereiding op het echte practicum. Er wordt 

de komende jaren binnen de UU gewerkt (USO project e-labs en pre-labs) aan 

experimenteeromgevingen waarin de handelingen van de student grote invloed hebben op de 

uitkomsten en waarbij dus ook onverwachte uitkomsten kunnen ontstaan die het 

probleemoplossend handelen en denken van de student stimuleren. 



Er zijn geen duidelijke eindtermen voor derde jaars UCU studenten opgesteld. Zo’n 60% van deze 

studenten zijn van plan de SUMMA te gaan volgen en veel van de bovenstaande argumenten zijn ook van 

toepassing op studenten van het UCU. Het UCU heeft geen faciliteiten om practica te doen terwijl de 

studenten wel geacht worden voor masters te kiezen die een sterke experimentele component bevatten. 

Het practicum farmacologische beïnvloeding spierfunctie is een van de weinige wetenschappelijke 

practica die deze studenten in hun bachelor curriculum krijgen. De studenten zijn lovend over dit 

practicum, omdat ze mogen experimenteren in een laboratoriumomgeving en omdat het ze helpt bij het 

verkrijgen van overzicht en inzicht. UCU studenten moeten een weloverwogen keuze kunnen maken voor 

de SUMMA (opleiding tot arts en klinisch onderzoeker). Daarom is het essentieel dat ze middels dit 

practicum in aanraking komen met (surplus) proefdieren, bloed en levend weefsel.

Pathologie

Het doel van het keuzevak “Vis” is volgens het opleidingsprogramma en de eindtermen om studenten 

een solide basis mee te geven voor de praktijk. Deze basis houdt in dat studenten zelfstandig de 

gezondheidsstatus van een aquarium en een vijver, waarin vissen worden gehouden, kunnen beoordelen. 

Dit gebeurt aan de hand van het bepalen van de waterkwaliteit, de aard van de beplanting en de 

klinische aspecten van de vissen.

Om het klinisch beeld van de vissen te kunnen beoordelen moeten studenten enkele handelingen 

verrichten waarbij niet alleen het kijken om de hoek komt kijken. Studenten moeten een huidafkrabsel 

kunnen maken en beoordelen, bloed afnemen en een kieuwmonster kunnen nemen. In het geval van 

ziekte in aquaria en/of vijvers met zieke vissen moeten zij in staat zijn om een zieke vis te anestheseren 

en te euthanaseren en vervolgens sectie op de vis te verrichten.

De reden waarom bij vissen meer standaardhandelingen worden verricht vergeleken bij andere 

huisdieren is, omdat een ziekte zich zeer snel kan verspreiden in een aquarium of vijver zich door de

aard van het milieu en de vaak grote bevolkingsdichtheid met als gevolg flinke uitvallen. Het is dus zeer 

belangrijk dat een dierenarts snel kan inschatten met welke ziekte hij/zij te maken heeft en welke 

maatregelen onmiddellijk genomen moeten worden. Daarnaast vertonen dode vissen heel snel autolyse 

waardoor de verdere diagnostiek bemoeilijkt wordt. Het opsturen van kadavers voor diagnostisch 

onderzoek is daardoor onder praktijkomstandigheden bijna ondoenlijk. 

Dit houdt in dat een dierenarts ter plekke het meeste onderzoek zelf verricht en tevens weefselmonsters 

neemt en die zodanig behandelt om te versturen voor specialistisch diagnostisch onderzoek 

(virusdiagnostiek, histologisch onderzoek, bacteriekweek). Dit is dan ook het belangrijkste leerdoel van 

dit practicum.

Bij het keuzevak vis worden zieke vissen van vishandelaren gebruikt, die ongeschikt zijn voor de 

verkoop, om deze vaardigheden onder de knie te krijgen.

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 onderwijs dient meerdere doelen, die omschreven staan in de eindtermen van eerder genoemde 

opleidingen. Het gaat hierbij om het begrijpen van het basisbouwplan van vogel en zoogdier, de

voorbereiding van het uitvoeren van klinisch onderzoek, het diagnosticeren van ziekten, het verdiepen 

van het begrip van fysiologisch processen en het voldoen aan een aantal overige competenties, die 

bereikt moeten zijn door de student bij afstuderen.

De faculteit Diergeneeskunde staat internationaal zeer hoog aangeschreven. Dit blijkt onder andere uit 

de accreditatie door de EAEVE (fase 2) (European Association of Establishments for Veterinary Education)

en de AVMA (American Veterinary Medicine Association). Belangrijke elementen bij deze accreditatie zijn 

een goed functionerend kwaliteitsbeleid, regelmatige toetsing, gedegen chirurgisch onderwijs, en de 



aanwezigheid van technische hulpmiddelen. De toetsing is gerelateerd aan de eindtermen. Het behalen 

van de leerdoelen wordt getoetst en de onderwijskwaliteit geëvalueerd door middel van docenten en 

studentenevaluaties, kwaliteitszorggesprekken en jaarlijkse planning en control gesprekken van de 

diverse docenten die verantwoordelijk zijn voor het onderwijs met de onderwijsdirecteur. Daarnaast zijn 

er veel internationale contacten met studenten en docenten in de vorm van kennisuitwisseling en 

uitgevoerde projecten in het buitenland, omdat kennisvalorisatie één van de hoofddoelen van de faculteit 

Diergeneeskunde is.

3.3 Belang 

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

Europese richtlijnen en verordeningen (bijv. 853/2004 en 854/2004), vertaald naar de nationale

wetgeving vraagt een opleiding van goed toegeruste dierenartsen. Daarnaast is er het belang voor dier 

en samenleving, waar voor de dierenarts een belangrijke positie is weggelegd. Het gaat hierbij niet 

alleen om dierenartsen die precies op de hoogte zijn van wet- en regelgeving, maar die vooral met 

dieren kunnen werken, zowel curatief als preventief en in staat zijn tot ethische reflectie. Een belangrijke 

rol voor de dierenarts ligt er bijvoorbeeld in de zoönose detectie en de relatie humane geneeskunde-

diergeneeskunde. De taak van de dierenarts met betrekking tot de volksgezondheid en voedselveiligheid 

wordt steeds belangrijker geacht door overheid en burgers. Een adequate opleiding tot dierenarts, die 

startcompetenties heeft om aan deze taken invulling te geven is noodzakelijk Het belang van deze 

aanvraag voor dier en samenleving is hiermee aangegeven.

3.4 Onderzoeksstrategie

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

Anatomie Kip

In de Bachelor diergeneeskunde en biomedische wetenschappen worden de concepten van de 

orgaansystemen behandeld. Zo leren de studenten het basisbouwplan van zoogdier en vogel, aangevuld 

met de uitzonderingen hierop gebaseerd op een verschil in functie (bijv. een andere verschijningsvorm 

van de dikke darm bij planteneters). Er is hiervoor een aantal dissectiepractica ingepland die kunnen 

plaatsvinden op dieren die dood aangevoerd worden bij de afdeling (doodgeboren biggen, konijnen uit de 

farmaceutische industrie, ratten uit het onderzoek, honden en katten uit het DDC). Vogels worden niet 

regelmatig dood aangeboden, maar het is wel belangrijk dat de studenten inzicht krijgen in de anatomie 

van de vogel. Tijdens het voorbereidende onderwijs bestuderen de studenten de anatomie (nomenclatuur 

en structuren via het tekstboek en de preparaten in het studielandschap en via voorgeprepareerde 

preparaten tijdens contactonderwijs). Tijdens de dissectie krijgen ze echt gevoel voor de 3D opbouw van 

de lichaamsholte, omdat dat het enige moment is, dat de studenten de luchtzakken en de septa die de 

lichaamsholte opdelen, kunnen bestuderen. Tevens verkrijgen de studenten ook vaardigheid in het 

werken met verse weefsels. De kippen worden aangekocht en vervolgens direct na aankomst op de 

faculteit gedood. Per 4 studenten is 1 kip beschikbaar. Aangezien dit voor de studenten (zowel DGK als 

BMW) de eerste keer is dat ze met vers aangevoerde dieren werken, is hieraan in het onderwijs een 

reflectiemoment voor de studenten gekoppeld, dat aan het portfolio moet worden toegevoegd (als 

gespreksonderwerp met de tutor bij DGK) of wordt beoordeeld in de leerlijn ethiek en professioneel 

wetenschappelijk handelen (BMW).

Anatomie Master

De studenten zijn na het behalen van hun Master algemeen bevoegd in alle tot het vakgebied behorende

te houden diersoorten en dat kan alleen maar bereikt worden door in de Bachelor te werken met 

concepten en de bijbehorende functionele uitzonderingen. In de Bachelor wordt bijvoorbeeld het 

concepten. Als voorbeeld wordt in de Bachelor het verteringsstelsel als concept bestudeerd; we 

behandelen het ontstaan in het embryo en de aanpassingen die er mogelijk zijn/ nodig zijn op basis van 

het dieet. Een planteneter bijvoorbeeld heeft een fermentatievat met bacteriën nodig om het eten te 

kunnen voorverteren. Die fermentatievaten kunnen we in de diverse diersoorten terugvinden in de maag, 



de blinde darm of de dikke darm. De studenten leren in de Bachelor dat een koe hiervoor een pens heeft, 

een konijn een blinde darm en een paard de dikke darm, maar de diersoortspecifieke anatomische 

details, die van belang zijn voor nadere diagnostiek of ziekteprocessen, worden onderwezen in het begin 

van de Master DGK. Hierdoor zijn de studenten in staat om verbanden te leggen tussen de locatie van 

een orgaan(systeem) en de benaderbaarheid ervan voor klinisch onderzoek, de (on)mogelijkheden van 

verspreiding van ziekteprocessen en de koppeling van de diverse orgaansystemen binnen het lichaam. In

dissectiepractica bestuderen de studenten gedurende een week de topografische anatomie van een pony 

(Master paard) of een rund en een varken (Master Landbouwhuisdieren). Per practicumgroep van 

maximaal 25 studenten is één pony resp. één rund en één varken beschikbaar. De studenten bereiden 

zich hierop voor door de concepten door te nemen en het materiaal dat ter beschikking staat in het 

studielandschap zo goed mogelijk te bestuderen. Gezien de grootte van de diersoorten is er voor een 

aantal concepten, zoals borst- en buikholte, minder materiaal voorhanden voor zelfstudie cq. 

voorbereiding dan voor de kleinere diersoorten. Dat betekent dat meer, ook ‘lagere’, doelstellingen 

behaald moeten worden tijdens dit onderwijs. De studenten hebben vijf middagen (Master LH) of vijf

hele dagen (Master paard) om dit te bereiken. Dit onderwijs is dus cruciaal voor het verwerven van een 

totaal 3D inzicht, aangezien er bijna geen andere mogelijkheden zijn om deze structuren 

driedimensionaal aan te bieden.

Fysiologie rat

Tijdens de Bachelor DGK wordt de meer algemene en orgaanspecifieke functieleer behandeld. Dit 

onderwijs wordt opgebouwd door te starten met hoorcolleges voor de grote lijn en de uitleg aan de hele 

groep studenten. In de werkcolleges wordt waar mogelijk gerekend met voorbeelden en beredeneerd wat 

een mogelijk gevolg van een interventie is. Een aantal van deze interventies zijn basaal aanwezig in 

beschikbare e-learning programma’s. Echter, er is nog geen mogelijkheid om hele specifieke digitale 

interventies te doen. Volgens de diverse onderwijstheorieën leren studenten het meest door zelf 

proefondervindelijk resultaten te genereren en dat geldt zeker voor de farmacologische beïnvloeding van 

spiercellen. De gebruikte organen met spiercellen worden vers geoogst uit één kort daarvoor gedode rat 

en zo snel mogelijk in een opstelling gebracht. Voor dit onderwijs gebruiken we alleen surplusratten.

Alternatieven zijn er nog niet. De beschikbare e-learning programma’s gaan niet diep genoeg om de 

leerdoelen te bereiken. Het oogsten van de spieren uit kort daarvoor gedode surplusratten op een ander

instituut levert teveel tijdverlies op met als gevolg functieverlies van de geoogste spieren. Dit onderwijs 

wordt aangeboden voor groepen van 15 studenten, die per groep van 3 of 4 studenten zich bezig houden 

met 1 specifieke spiergroep.

Keuzevak Vis

De vis zit niet standaard in het curriculum van diergeneeskunde, maar vormt voor een kleine groep 

dierenartsen wel een belangrijke werkkring, een voorbeeld hiervan zijn de gespecialiseerde duurdere 

‘gezelschap’-vissen, zoals Koi. Tevens is er in Nederland ook een opkomende viskweekindustrie t.b.v. de 

visconsumptie (meerval en tilapia). Binnen het curriculum DGK is er verplicht een aantal keuzemomenten 

ingeroosterd waarin de studenten invulling kunnen geven aan hun gewenste uitstroomprofiel. De

studenten die zich inschrijven voor het keuzevak Vis zijn dus gemotiveerd om zich te verdiepen in de 

materie rondom de vis en willen dit gebruiken als onderdeel van hun uitstroomprofiel. In dit keuzevak 

komt eigenlijk alles van de vis aan de orde; basisanatomie, fysiologie, pathologie, inclusief diagnostische 

ingrepen en de euthanasie.

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

Anatomie kip: euthanasie intrathecaal

Anatomie Master: euthanasie via overdosering slaapmiddel en daarna verbloeding via A. Carotis 

communis.

Fysiologie rat: anaesthesie via isofluraan, daarna decapitatie.

Keuzevak vis: inspectie wakkere vis, sedatie, monstername en doding

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.



Het einddoel van de projectonderdelen zijn leerdoelen die behoren tot de eindtermen van de curricula 

van diergeneeskunde, biomedische wetenschappen en UCU. Het departement Pathobiologie draagt op 

verschillende momenten bij aan het verkrijgen van een deel van de eindtermen. Hoofdaanvrager van 

deze projectaanvraag is de portefeuillehouder onderwijs van het departement en als zodanig belast met 

de verantwoordelijkheid voor het onderwijs van de 3 divisies van het departement (Anatomie, Fysiologie, 

Pathologie) binnen de bachelor diergeneeskunde. Verder is zij verantwoordelijk voor het fysiologie-

onderwijs en de tweede aanvrager (Wolschrijn) voor het anatomie-onderwijs dat buiten de eigen 

opleiding plaatsvindt. Anatomie en fysiologie zijn als basisvakken het fundament voor de meer klinisch 

georiënteerde vakken. Door de opbouw van het diergeneeskunde curriculum kunnen we beginnen met de 

basis in de vorm van concepten en de details toevoegen als de studenten daar echt aan toe zijn en die 

passen bij de Master van hun keuze. Zo hoeven studenten die kiezen voor bijvoorbeeld de Master paard 

niet alle details van rund en/of varken te bestuderen. Het keuzevak vis wordt alleen gekozen door 

studenten, die in deze diersoort geïnteresseerd is.

Anatomie kip wordt gegeven in het eerste studiejaar om inzicht te verkrijgen in de van het zoogdier zeer 

verschillende bouw van vogels. Het fysiologie-onderwijs wordt gegeven in het eerste jaar 

diergeneeskunde, geïntegreerd in een blok wat gaat over regelmechanismen en de mogelijke 

beïnvloeding daarvan. Bij het UCU sluit het fysiologie onderwijs aan bij het voorafgaande 

fysiologieonderwijs dat ook door het departement Pathobiologie verzorgd wordt.

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

Volgnummer Type dierproef 

1 Anatomie kip

2 Anatomie Master

3 Fysiologie rat

4 Keuzevak vis

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 Anatomie kip

2 Beschrijving dierproeven

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters

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

De vier uur durende dissectiepractica anatomie kip worden uitgevoerd op kort (4-24 uur) voor het practicum 

gedode dieren. De kippen worden koel bewaard, maar niet verder gefixeerd. 

De studenten snijden in vers materiaal, waarvan de weefseleigenschappen zoveel mogelijk met de echte 

situatie overeenkomen. Dit is de enige manier waarop de vliezen die de lichaamsholte in compartimenten 

onderverdelen, goed bestudeerd kunnen worden. Hierdoor verkrijgen de studenten inzicht in het 

driedimensionale bouwplan van de vogel. Goed inzicht in de opbouw van de lichaamsholten van de vogel is 

essentieel voor het goed kunnen uitvoeren van lichamelijk onderzoek en het toedienen van medicamenten.

De vogel is een integraal onderdeel van het curriculum Diergeneeskunde en is ook één van de 

doeldiersoorten binnen het biomedische onderwijs zowel als mogelijk proefdier als vanuit een evolutionair

perspectief.

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 kippen worden gedood via een directe injectie in het foramen magnum met een overdosis barbituraat. 

We hebben ervaring met deze methode van euthanasie (jaarlijks 120 kippen), die weinig stress oplevert. 

Deze methode van euthanasie is overlegd met de IvD en de NVWA en akkoord bevonden.

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

een minimum te beperken.

Er beginnen per jaar 225 studenten diergeneeskunde en 175 studenten biomedische wetenschappen. De 

dissectiepractica kip worden gegeven in het eerste studiejaar van beide opleidingen. Vier studenten werken 

samen; één student leest de handelingen voor, een tweede maakt aantekeningen en de twee overigen 

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).

5.



voeren de handeling uit. Deze taken rouleren gedurende het vier uur durende practicum. Indien er meer 

studenten bij de tafel staan, is de ervaring dat de student(en) die geen taak heeft (hebben) niet 

geconcentreerd mee doet (doen).

B. De dieren

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

Per jaar worden 110 kippen aangekocht bij een legkippenbedrijf. Het betreft hier kippen, aan het einde van 

de legperiode. Voor de studenten diergeneeskunde hebben we 60 kippen nodig: 57 voor de studenten, twee

voor het voorsnijpreparaat en voorcollege en één voor instructie van de docenten en de student-assistenten. 

Voor het biomedisch onderwijs hebben we 47 kippen nodig; 44 voor de studenten, twee voor het 

voorsnijpreparaat en het voorcollege en één voor instructie van de docenten en studentassistenten. De 

overige drie kippen zijn in eerste instantie bedoeld als reserve. Bij kippen aan het eind van de legperiode 

komen relatief vaak purulente ontstekingen en afwijkingen van de lichaamsholte en eileider voor en zijn dan 

niet bruikbaar voor het vervolg van het practicum. Indien de reservekippen niet gebruikt worden tijdens het 

practicum, dan worden ze gebruikt voor het vervaardigen van preparaten/plastinaten t.b.v. de zelfstudie.

Voor een periode van 5 jaar vragen we 550 kippen aan.

C. Hergebruik

Is er hergebruik van dieren?

X Nee, ga door met vraag D.

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

Mochten er kippen surplus zijn, dan kunnen we die inzetten voor het practicum. Op dit moment is ons niet 

bekend of die dieren er zijn en wat de mogelijke voorgeschiedenis is.

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

X 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.

Tijdens het voorbereidende onderwijs bestuderen de studenten de anatomie (nomenclatuur en structuren 

via het tekstboek, de preparaten in het studielandschap en via voorgeprepareerde preparaten tijdens 

contactonderwijs). De preparaten die we hiervoor gebruiken zijn al jaren in ons bezit en worden keer op 

keer opnieuw gebruikt of zijn duurzaam gefixeerd (plastinatietechniek). Dit om ervoor te zorgen dat de voor 

dit onderwijs gedode dieren zo optimaal door de studenten worden gebruikt en alleen gewerkt hoeft te 

worden aan de hogere eindtermen die op een andere manier niet behaald kunnen worden.

Zoals uitgelegd onder 2A is meer studenten aan een tafel geen goede mogelijkheid, omdat voor de extra 

student(en) niet een duidelijke rol is en omdat daarvoor het kadaver te klein is. Tijdens de dissectie krijgen 

ze echt gevoel voor de 3D opbouw van de lichaamsholte, omdat dat het enige moment is, dat de studenten 

de luchtzakken en de septa die de lichaamsholte opdelen, kunnen waarnemen en de organen daardoorheen 

zien schemeren.

Er wordt gestreefd naar het gebruik van surplusdieren. Echter, ervaring is dat de kans hierop beperkt is.

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.

De dieren worden op het bedrijf verzameld door de eigenaar. Direct na aankomst op de afdeling worden de 

dieren gedood door twee ervaren proefdiertechnici. 

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.

n.v.t.

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? 

X 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?

X 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?

X 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?

Transport naar faculteit                                      

Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn.

Vervoer in transportkratten

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?

X Nee > Ga verder met vraag K.

Ja > Geef aan welke criteria hierbij worden gehanteerd.

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

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.

licht

Einde experiment

L. Wijze van doden

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

Nee

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

Het onderwijs wordt uitgevoerd op dood materiaal

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.

Via een intrathecale injectie via het foramen magnum. Dit is een methode die is goedgekeurd door de 

NVWA en waar we veel ervaring mee hebben.

                X Ja
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Volgnummer Type dierproef

1 Anatomie kip

2 Beschrijving dierproeven

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters

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

De vier uur durende dissectiepractica anatomie kip worden uitgevoerd op kort (4-24 uur) voor het practicum 

gedode dieren. De kippen worden koel bewaard, maar niet verder gefixeerd. 

De studenten snijden in vers materiaal, waarvan de weefseleigenschappen zoveel mogelijk met de echte 

situatie overeenkomen. Dit is de enige manier waarop de vliezen die de lichaamsholte in compartimenten 

onderverdelen, goed bestudeerd kunnen worden. Hierdoor verkrijgen de studenten inzicht in het 

driedimensionale bouwplan van de vogel. Goed inzicht in de opbouw van de lichaamsholten van de vogel is 

essentieel voor het goed kunnen uitvoeren van lichamelijk onderzoek en het toedienen van medicamenten.

De vogel is een integraal onderdeel van het curriculum Diergeneeskunde en is ook één van de 

doeldiersoorten binnen het biomedische onderwijs zowel als mogelijk proefdier als vanuit een evolutionair

perspectief.

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 kippen worden gedood via een directe injectie in het foramen magnum met een overdosis barbituraat. 

We hebben ervaring met deze methode van euthanasie (jaarlijks 120 kippen), die weinig stress oplevert. 

Deze methode van euthanasie is overlegd met de IvD en de NVWA en akkoord bevonden.

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

een minimum te beperken.

Er beginnen per jaar 225 studenten diergeneeskunde en 175 studenten biomedische wetenschappen. De 

dissectiepractica kip worden gegeven in het eerste studiejaar van beide opleidingen. Vier studenten werken 

samen; één student leest de handelingen voor, een tweede maakt aantekeningen en de twee overigen 

Bijlage
Beschrijving dierproeven

Deze bijlage voegt u bij uw projectvoorstel dierproeven.
Per type dierproef moet u deze bijlage invullen en 
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Meer informatie vindt u op de website
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voeren de handeling uit. Deze taken rouleren gedurende het vier uur durende practicum. Indien er meer 

studenten bij de tafel staan, is de ervaring dat de student(en) die geen taak heeft (hebben) niet 

geconcentreerd mee doet (doen).

B. De dieren

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

Per jaar worden 110 kippen aangekocht bij een legkippenbedrijf. Het betreft hier kippen, aan het einde van 

de legperiode. Voor de studenten diergeneeskunde hebben we 60 kippen nodig: 57 voor de studenten, twee

voor het voorsnijpreparaat en voorcollege en één voor instructie van de docenten en de student-assistenten. 

Voor het biomedisch onderwijs hebben we 47 kippen nodig; 44 voor de studenten, twee voor het 

voorsnijpreparaat en het voorcollege en één voor instructie van de docenten en studentassistenten. De 

overige drie kippen zijn in eerste instantie bedoeld als reserve. Bij kippen aan het eind van de legperiode 

komen relatief vaak purulente ontstekingen en afwijkingen van de lichaamsholte en eileider voor en zijn dan 

niet bruikbaar voor het vervolg van het practicum. Indien de reservekippen niet gebruikt worden tijdens het 

practicum, dan worden ze gebruikt voor het vervaardigen van preparaten/plastinaten t.b.v. de zelfstudie.

Voor een periode van 5 jaar vragen we 550 kippen aan.

C. Hergebruik

Is er hergebruik van dieren?

X Nee, ga door met vraag D.

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

Mochten er kippen surplus zijn, dan kunnen we die inzetten voor het practicum. Op dit moment is ons niet 

bekend of die dieren er zijn en wat de mogelijke voorgeschiedenis is.

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

X 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.

Tijdens het voorbereidende onderwijs bestuderen de studenten de anatomie (nomenclatuur en structuren 

via het tekstboek, de preparaten in het studielandschap en via voorgeprepareerde preparaten tijdens 

contactonderwijs). De preparaten die we hiervoor gebruiken zijn al jaren in ons bezit en worden keer op 

keer opnieuw gebruikt of zijn duurzaam gefixeerd (plastinatietechniek). Dit om ervoor te zorgen dat de voor 

dit onderwijs gedode dieren zo optimaal door de studenten worden gebruikt en alleen gewerkt hoeft te 

worden aan de hogere eindtermen die op een andere manier niet behaald kunnen worden.

Zoals uitgelegd onder 2A is meer studenten aan een tafel geen goede mogelijkheid, omdat voor de extra 

student(en) niet een duidelijke rol is en omdat daarvoor het kadaver te klein is. Tijdens de dissectie krijgen 

ze echt gevoel voor de 3D opbouw van de lichaamsholte, omdat dat het enige moment is, dat de studenten 

de luchtzakken en de septa die de lichaamsholte opdelen, kunnen waarnemen en de organen daardoorheen 

zien schemeren.

Er wordt gestreefd naar het gebruik van surplusdieren. Echter, ervaring is dat de kans hierop beperkt is.

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.

De dieren worden op het bedrijf verzameld door de eigenaar. Direct na aankomst op de afdeling worden de 

dieren gedood door twee ervaren proefdiertechnici. 

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.

n.v.t.

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? 

X 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?

X 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?

X 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?

Transport naar faculteit                                      

Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn.

Vervoer in transportkratten

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?

X Nee > Ga verder met vraag K.

Ja > Geef aan welke criteria hierbij worden gehanteerd.

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

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.

licht

Einde experiment

L. Wijze van doden

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

Nee

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

Het onderwijs wordt uitgevoerd op dood materiaal

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.

.

                X Ja
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Volgnummer Type dierproef

2 Anatomie Master

2 Beschrijving dierproeven

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters

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

De dissectiepractica anatomie Master worden uitgevoerd op kort voor aanvang van het practicum 

geëuthanaseerde dieren. Na de dood worden de pony en het rund bevestigd in een metalen frame, het 

varken wordt op een tafel gelegd; alle kadavers worden gedurende één week koel bewaard, maar niet 

verder gefixeerd. 

De docent/preparateur bereidt per dag het kadaver voor, waarna de studenten de blootgelegde structuren 

bestuderen en vervolgens zelf het mes hanteren om de diepere lagen vrij te prepareren. Binnen een week 

wordt het hele dier gebruikt. De studenten snijden in vers materiaal, waarvan de weefseleigenschappen 

meer met de echte situatie overeenkomen, dan wanneer het weefsel gefixeerd zou zijn.

In de Master diergeneeskunde bestuderen de studenten de diersoortspecifieke details van de diersoort van 

hun Master. Ze bestuderen de topografische relaties, wat inhoudt dat ze verbanden kunnen leggen tussen 

de locatie van een orgaan(systeem) en de benaderbaarheid voor klinisch onderzoek, de (on)mogelijkheid 

voor het verspreiden van ziekteprocessen en de koppeling van de diverse orgaansystemen binnen het 

lichaam. 

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 dieren krijgen na voorafgaande sedatie een overdosis anestheticum. Bij het bereiken van voldoende 

anesthesiediepte (wat wordt gecontroleerd door controle van reflexen) wordt de arteria carotis communis 

gecannuleerd. Het dier verbloedt vervolgens via de geopende canule.

Bijlage
Beschrijving dierproeven

Deze bijlage voegt u bij uw projectvoorstel dierproeven.
Per type dierproef moet u deze bijlage invullen en 
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Geef aan welke overwegingen en statistische methoden worden gebruikt om het aantal benodigde dieren tot 

een minimum te beperken.

Het practicum wordt voor maximaal 25 personen gegeven. In de Master Paard zijn dat gemiddeld twee keer 

16 studenten per jaar, in de Master Landbouwhuisdieren drie keer 22 studenten per jaar. Bij iedere instroom 

betreft het nieuwe studenten, die dit onderwijs nog niet gevolgd hebben; recidivisten die de toets niet 

gehaald hebben mogen niet meer actief participeren aan het onderwijs, maar mogen het wel bijwonen. Uit 

ervaring weten we dat het onderwijs aan paard en rund optimaal verloopt bij maximaal 20 studenten. Bij LH 

zijn vaak meer studenten aanwezig, maar deze verdelen zich over twee kadavers, nl. het varken en het 

rund. Het varken, meestal zo’n 60 kg, is niet groot genoeg voor 20 studenten, maar wel voor groepjes van 

vijf, die om de beurt prepareren. Alle LH studenten bestuderen zowel het rund als het varken.

B. De dieren

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

Per jaar hebben we nodig:

Twee pony’s, bij voorkeur kleine maat hengstjes via de handel.

Drie runderen van het departement LH, dat de dieren voor ons aankoopt, bij voorkeur 

eerstekalfskoe, niet te groot met een redelijk ontwikkeld uier.

Drie varkens van het proefbedrijf de Tolakker, bij voorkeur intacte beer met een geschat gewicht 

van 60 kg.

Voor een aanvraag voor 5 jaar betreft dit dus:

10 pony’s

15 runderen

15 varkens

De pony’s en de runderen moeten in het frame passen, vandaar de wens voor niet al te grote dieren. De 

keuze voor een hengstje is ingegeven omdat de testikels over het algemeen goed ontwikkeld zijn, maar het 

vrouwelijk geslachtapparaat, inclusief het uier meestal weinig ontwikkeld zijn. Indien er een merrie 

voorhanden is, waarbij het uier goed ontwikkeld is, kan die ook gebruikt worden (maar die worden zelden 

aangeboden) Het is voor de studenten dan meer informatief om de aanhechting van het uier in een 

voorgeprepareerd lacterend uier te zien, dat we in de collectie hebben.

Dat laatste geldt ook voor de voorkeur voor een mannelijk varken (volwassen zeugen wegen 200 kg).

Eerstekalfskoeien hebben een goed ontwikkeld uier en de speciale bloedvoorziening kan relatief eenvoudig 

in zo’n kadaver zichtbaar worden gemaakt.

C. Hergebruik

Is er hergebruik van dieren?

X Nee, ga door met vraag D.

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

Indien er surplus wordt aangeboden, kan dit ingezet worden. 

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.

Tijdens de ingeroosterde voorbereiding bestuderen de studenten de anatomie (nomenclatuur en structuren 

via het tekstboek, de preparaten in het studielandschap en via voorgeprepareerde preparaten tijdens 

contactonderwijs). De preparaten die we hiervoor gebruiken zijn al jaren in ons bezit en worden keer op 



keer opnieuw gebruikt of zijn duurzaam gefixeerd (plastinatietechniek). Dit om ervoor te zorgen dat de voor 

dit onderwijs gedode dieren zo optimaal door de studenten worden gebruikt en alleen gewerkt hoeft te 

worden aan de hogere eindtermen die opeen andere manier niet behaald kunnen worden.

De studenten bereiden zich hierop voor door de concepten door te nemen en het materiaal dat ter 

beschikking staat in het studielandschap te bestuderen. Gezien de grootte van de objecten is er minder 

materiaal voorhanden voor zelfstudie cq. voorbereiding dan voor de kleinere diersoorten. Dat betekent dat 

meer, ook ‘lagere’ doelstellingen behaald moeten worden tijdens dit onderwijs. De studenten hebben vijf 

middagen (Master LH) of vijf hele dagen (Master paard) om dit te bereiken. Dit onderwijs is dus cruciaal 

voor het verwerven van een totaal 3D inzicht, aangezien er bijna geen andere mogelijkheden zijn om deze 

structuren 3D aan te bieden. Het wordt twee keer (Master P) of drie keer (Master LH) aangeboden.

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.

De dieren worden na een periode van acclimatisatie gesedeerd en gedood.

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.

n.v.t.

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? 

XX 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?

X 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?

X 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?

           Transport in normale veewagen naar faculteit diergeneeskunde                         

Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn.

                                       

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

te minimaliseren.

normale veewagen, daarna acclimatisatie

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?

X Nee > Ga verder met vraag K.

Ja > Geef aan welke criteria hierbij worden gehanteerd.

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

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.

licht

Einde experiment

L. Wijze van doden

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

Nee

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

Het practicum vindt plaats op dood materiaal.

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.

                             

                X Ja
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3 Fysiologie rat

2 Beschrijving dierproeven

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters

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

De rat wordt direct na aankomst op de practicumlocatie verdoofd en geëuthanaseerd middels cervicale 

dislocatie. Direct daarna worden het hart, een stuk dunne darm en een langzame en een snelle spier 

uitgenomen. De studenten doen hier in groepjes van 3 tot 4 studenten een aantal experimenten mee; ieder 

met hun eigen spiersoort in een aparte opstelling. Studenten werken nauw samen bij het opstellen van de 

hypothesen m.b.t. de farmacologische beïnvloeding van de drie spiersoorten (hart, glad en skelet), het 

verkrijgen van betrouwbare resultaten en het verklaren en mondeling presenteren van de uitkomsten. De 

rat wordt geëuthanaseerd door één van de medewerkers onder bijzijn van de studenten, voor wie het vaak 

de eerste keer is dat ze dit meemaken. Zij moeten hierop reflecteren en het verslag wordt opgenomen in 

hun portfolio persoonlijke professionele ontwikkeling.

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.

Direct na binnenkomst euthanasie met voorafgaande verdoving met isofluraan.

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

een minimum te beperken.

Per practicum zijn er 4 opstellingen waarvoor de spieren (hart, darm, snelle of langzame skeletspier) van 1 

rat voor gebruikt worden. Er zijn 4 opstellingen met 1 spier, waar 3 tot 4 studenten aan samenwerken. Het 

vergroten van de practicumgroepen brengt met zich mee dat een aantal studenten als toeschouwer 

aanwezig zijn en niet zozeer als deelnemer. De effectiviteit van het onderwijs gaat dan verloren.

B. De dieren

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

Bijlage
Beschrijving dierproeven
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per jaar hebben we 20 volwassen ratten nodig; surplus, geslacht niet van belang. We willen graag 

volwassen dieren, maar niet zwaarder dan 250 gram, omdat dan de spieren van een dusdanige grootte zijn 

dat ze in een opstelling langdurig te stimuleren zijn. 

Dit practicum wordt georganiseerd voor groepen van maximaal 15 studenten. In het curriculum DGK 

stromen jaarlijks 225 studenten in, wat betekent dat we het practicum 15 keer per jaar aanbieden. Tevens 

wordt dit practicum georganiseerd voor het UCU; per groep zijn maximaal 30 studenten aanwezig, wat 

inhoudt dat we het practicum voor deze groep maximaal 2 keer aanbieden.

We vragen voor 5 jaar 100 ratten aan.

C. Hergebruik

Is er hergebruik van dieren?

X Nee, ga door met vraag D.

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

We vragen om surplusratten. We weten niet wat er voorafgaand met deze dieren is gebeurd.

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

X 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.

Tijdens de Bachelor DGK wordt de meer algemene en orgaanspecifieke fysiologie behandeld. Dit onderwijs 

wordt opgebouwd door te starten met hoorcolleges voor de grote lijn en de uitleg aan de hele groep 

studenten. In de werkcolleges wordt waar mogelijk gerekend met voorbeelden en beredeneerd wat een 

mogelijk gevolg van een interventie is. Een aantal van deze interventies zijn basaal aanwezig in beschikbare 

e-learning programma’s. Echter, er is nog geen mogelijkheid om hele specifieke digitale interventies te 

doen. Volgens de diverse onderwijstheorieën leren studenten het meest door zelf proefondervindelijk 

resultaten te genereren en dat geldt zeker voor de farmacologische beïnvloeding van spiercellen. De 

gebruikte spieren worden vers geoogst uit een kort daarvoor gedode rat en zo snel mogelijk in een 

opstelling gebracht.

Alternatieven zijn er nog niet. De beschikbare e-learning programma’s gaan niet diep genoeg om de 

leerdoelen te bereiken. Het oogsten van de spieren uit kort daarvoor gedode ratten op een ander instituut 

blijkt door teveel tijdverlies (door transport) te snel te leiden tot functieverlies van de geoogste spieren, 

waardoor de studenten niet alle experimenten kunnen uitvoeren.

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.

sedatie bij 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.

n.v.t..

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? 

X 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?

X 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?

X 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?

      Transport naar faculteit                                

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?

X Nee > Ga verder met vraag K.

Ja > Geef aan welke criteria hierbij worden gehanteerd.

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

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.

licht

Einde experiment

L. Wijze van doden

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

Nee

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

Verkrijgen van de spieren voor ex-vivo experimenten

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.

                             

                X Ja



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 Fysiologie rat

2 Beschrijving dierproeven

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters

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

De rat wordt direct na aankomst op de practicumlocatie verdoofd en geëuthanaseerd middels cervicale 

dislocatie. Direct daarna worden het hart, een stuk dunne darm en een langzame en een snelle spier 

uitgenomen. De studenten doen hier in groepjes van 3 tot 4 studenten een aantal experimenten mee; ieder 

met hun eigen spiersoort in een aparte opstelling. Studenten werken nauw samen bij het opstellen van de 

hypothesen m.b.t. de farmacologische beïnvloeding van de drie spiersoorten (hart, glad en skelet), het 

verkrijgen van betrouwbare resultaten en het verklaren en mondeling presenteren van de uitkomsten. De 

rat wordt geëuthanaseerd door één van de medewerkers onder bijzijn van de studenten, voor wie het vaak 

de eerste keer is dat ze dit meemaken. Zij moeten hierop reflecteren en het verslag wordt opgenomen in 

hun portfolio persoonlijke professionele ontwikkeling.

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.

Direct na binnenkomst euthanasie met voorafgaande verdoving met isofluraan.

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

een minimum te beperken.

Per practicum zijn er 4 opstellingen waarvoor de spieren (hart, darm, snelle of langzame skeletspier) van 1 

rat voor gebruikt worden. Er zijn 4 opstellingen met 1 spier, waar 3 tot 4 studenten aan samenwerken. Het 

vergroten van de practicumgroepen brengt met zich mee dat een aantal studenten als toeschouwer 

aanwezig zijn en niet zozeer als deelnemer. De effectiviteit van het onderwijs gaat dan verloren.

B. De dieren

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

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).

9.



per jaar hebben we maximaal 20 volwassen ratten nodig; surplus, geslacht niet van belang. We willen graag 

volwassen dieren, maar niet zwaarder dan 250 gram, omdat dan de spieren van een dusdanige grootte zijn 

dat ze in een opstelling langdurig te stimuleren zijn. 

Dit practicum wordt georganiseerd voor groepen van maximaal 15 studenten. In het curriculum DGK 

stromen jaarlijks 225 studenten in, wat betekent dat we het practicum 15 keer per jaar aanbieden,

waarvoor we 15 ratten gebruiken. Tevens wordt dit practicum georganiseerd voor het UCU; per groep zijn 

maximaal 30 studenten aanwezig, wat inhoudt dat we het practicum voor deze groep maximaal 2 keer 

aanbieden en dus 2 ratten gebruiken. De practica van de bovengenoemde opleidingen worden in

verschillende semesters geroosterd; voorafgaand testen de we opstelling met 1 rat, waarbij we ook direct 

de opleiding van de jaarlijks nieuwe practicumdocenten verzorgen. Heel soms lukt stimuleren niet (door

onbekende oorzaak), om die reden vragen we 1 reserve rat aan. In totaal zijn dit maximaal 20 ratten per 

jaar en vragen we voor 5 jaar maximaal 100 ratten aan.

C. Hergebruik

Is er hergebruik van dieren?

X Nee, ga door met vraag D.

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

We vragen om surplusratten. We weten niet wat er voorafgaand met deze dieren is gebeurd.

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

X 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.

Tijdens de Bachelor DGK wordt de meer algemene en orgaanspecifieke fysiologie behandeld. Dit onderwijs 

wordt opgebouwd door te starten met hoorcolleges voor de grote lijn en de uitleg aan de hele groep 

studenten. In de werkcolleges wordt waar mogelijk gerekend met voorbeelden en beredeneerd wat een 

mogelijk gevolg van een interventie is. Een aantal van deze interventies zijn basaal aanwezig in beschikbare 

e-learning programma’s. Echter, er is nog geen mogelijkheid om hele specifieke digitale interventies te 

doen. Volgens de diverse onderwijstheorieën leren studenten het meest door zelf proefondervindelijk 

resultaten te genereren en dat geldt zeker voor de farmacologische beïnvloeding van spiercellen. De 

gebruikte spieren worden vers geoogst uit een kort daarvoor gedode rat en zo snel mogelijk in een 

opstelling gebracht.

Alternatieven zijn er nog niet. De beschikbare e-learning programma’s gaan niet diep genoeg om de 

leerdoelen te bereiken. Het oogsten van de spieren uit kort daarvoor gedode ratten op een ander instituut 

blijkt door teveel tijdverlies (door transport) te snel te leiden tot functieverlies van de geoogste spieren, 

waardoor de studenten niet alle experimenten kunnen uitvoeren.

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.

sedatie bij 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.

n.v.t..

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? 

X 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?

X 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?

X 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?

      Transport naar faculteit                                

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?

X Nee > Ga verder met vraag K.

Ja > Geef aan welke criteria hierbij worden gehanteerd.



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

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.

licht

Einde experiment

L. Wijze van doden

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

Nee

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

Verkrijgen van de spieren voor ex-vivo experimenten

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.

                             

                X Ja



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

4 Keuzevak vis

2 Beschrijving dierproeven

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters

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

Het doel van het keuzevak “Vis” is om studenten een solide basis mee te geven voor de praktijk. Deze basis 

houdt in dat studenten zelfstandig de gezondheidsstatus van een aquarium en een vijver, waarin vissen 

worden gehouden, kunnen beoordelen. Dit gebeurt aan de hand van het bepalen van de waterkwaliteit, de 

aard van de beplanting en de klinische aspecten van de vissen.

De reden waarom bij vissen meer standaardhandelingen worden verricht vergeleken bij andere huisdieren 

is, omdat een ziekte zich zeer snel kan verspreiden in een aquarium of vijver door de aard van het milieu en 

de vaak grote bevolkingsdichtheid, met als gevolg flinke uitvallen. Het is dus zeer belangrijk dat een 

dierenarts snel kan inschatten met welke ziekte hij/zij te maken heeft en welke maatregelen direct genomen 

moeten worden. Daarnaast vertonen dode vissen heel snel autolyse, waardoor de verdere diagnostiek 

bemoeilijkt wordt. Het opsturen van kadavers voor diagnostisch onderzoek is daardoor onder 

praktijkomstandigheden bijna ondoenlijk. 

Dit houdt in dat een dierenarts ter plekke het meeste onderzoek zelf verricht, tevens weefselmonsters 

neemt, die zodanig behandeld worden om te versturen voor specialistisch diagnostisch onderzoek 

(virusdiagnostiek, histologisch onderzoek, bacteriekweek).

Vandaar dat bij het keuzevak vis zieke vissen van vishandelaren, die niet meer voor de verkoop kunnen 

gaan, gebruikt worden om deze vaardigheden onder de knie te krijgen.

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.

Bij aanvang van het onderwijs blijven de vissen in hun transportmedium waar eerst (1) het observeren van 

de zieke vissen en het noteren van uitwendig onderzoek (zwemgedrag, vorm van de vis, aspect ogen, 

vinnen en staart en verkleuring schubben plaatsvindt. De vissen worden dus nog niet aangeraakt. Dit deel 

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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van het onderzoek duurt 5 a 10 minuten. Daarna neemt iedere student met (2) een visnet een vis uit de 

vervoersbak en plaatst deze over in een kleinere bak. Het vangen duurt 2 – 5 sec. Daarna wordt het 

anesthesiemiddel (5) aan het water toegevoegd. Dit gebeurt onder supervisie van de docenten en 

begeleiders. Na 10 min. wordt door de docenten gecontroleerd of de vissen voldoende diep onder anesthesie 

zijn. Een docent demonstreert het afnemen van het bloed uit de staartvene (3) en het doorsnijden van het 

ruggenmerg achter de kop (4). Vervolgens doet iedere student hetzelfde bij de eigen vis, wederom onder 

supervisie van de docenten en begeleiders. Terwijl de eerste groep vissen onder narcose gaat, wordt door 

een docent euthanasie door overdosis anesthesiemiddel gedemonstreerd. Daarna haalt iedere student, ook 

weer met een schepnet (2), de tweede vis uit de vervoersbak en zet deze over in een kleinere bak, waarna 

een overdosis anesthesiemiddel toegediend wordt (5). Na 10 min. controleren de docenten of de vissen 

gestorven zijn. Na euthanasie wordt er postmortaal onderzoek op de vissen verricht door de studenten 

onder toezicht van de docenten.

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

een minimum te beperken.

Twee vissen per student. De organen van de siervissen zijn te klein om alle diagnostische handelingen op 

één vis te kunnen uitvoeren cq. oefenen. De handelingen worden eerst door de docent gedemonstreerd en 

daarna door de studenten uitgevoerd. Aangezien er minimaal 20 en maximaal 25 studenten aan het 

onderwijs deelnemen en er 2 vissen gebruikt worden voor demonstratie van de procedures, zijn er minimaal 

42 en maximaal 52 vissen per jaar nodig voor dit onderwijs.

Dit betekent dat voor 5 jaar de aanvraag 260 vissen betreft.

B. De dieren

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

Maximaal 52 zieke siervissen per jaar verkregen via vishandelaren. Indien voorhanden kan het onderwijs 

ook uitgevoerd worden met zieke vissen uit de visindustrie.

C. Hergebruik

Is er hergebruik van dieren?

X 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?

x 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.

Door de opzet van het keuzevak worden de studenten optimaal voorbereid om de handelingen uit te voeren. 

De studenten krijgen eerst onderwijs in de anatomie en fysiologie, de pathologie en de klinische diagnostiek,

voordat handelingen op de dieren worden uitgevoerd.

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.

De studenten krijgen maximaal twee vissen voor hun onderzoek. Het bloedprikken en het kieuwmonster

worden onder algehele anaesthesie uitgevoerd De vissen worden uiteindelijk tijdens de algehele anesthesie 

gedood. Ons inziens is het transport de meest stressvolle handeling. De docenten halen de vissen zelf op in 

een transportmedium. Er wordt van te voren een inschatting gemaakt door de docenten (dierenartsen) hoe 

ziek de dieren zijn; te zieke dieren worden niet mee genomen.

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.

n.v.t.

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? 

X 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?

X 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?

Transport naar de faculteit diergeneeskunde wordt verzorgd door de docenten zelf. De vissen worden 

getransporteerd in een aangepast transportmedium.

Ongeriefinschatting/humane eindpunten

H. Pijn en pijnbestrijding

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

x 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?

Transport naar de faculteit

Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn.

                                       

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

te minimaliseren.

De vissen worden in een transportmedium geplaatst en het vervoer wordt begeleid door een 

dierenarts.                               



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?

X Nee > Ga verder met vraag K.

Ja > Geef aan welke criteria hierbij worden gehanteerd.

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

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.

licht

Einde experiment

L. Wijze van doden

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

Nee

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

De vissen zijn ziek en niet meer geschikt voor de verkoop. Dat is de reden dat we ze als UU kunnen 
overnemen en inzetten in het onderwijs.
Een leerdoel van het onderwijs is het leren euthanaseren van vissen en vervolgens om sectie uit te voeren 
op de vissen. Dit is een handeling die de studenten moeten kunnen uitvoeren, omdat i.v.m. snelle autolyse 
het opsturen van vissen ter sectie niet mogelijk is. Monstername geschiedt door de lokale dierenarts, zodat 
het materiaal snel in formaline gefixeerd kan worden.

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.

                             

                X Ja



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

4 Keuzevak vis

2 Beschrijving dierproeven

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters

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

Het doel van het keuzevak “Vis” is om studenten een solide basis mee te geven voor de praktijk. Deze basis 

houdt in dat studenten zelfstandig de gezondheidsstatus van een aquarium en een vijver, waarin vissen 

worden gehouden, kunnen beoordelen. Dit gebeurt aan de hand van het bepalen van de waterkwaliteit, de 

aard van de beplanting en de klinische aspecten van de vissen.

De reden waarom bij vissen meer standaardhandelingen worden verricht vergeleken bij andere huisdieren 

is, omdat een ziekte zich zeer snel kan verspreiden in een aquarium of vijver door de aard van het milieu en 

de vaak grote bevolkingsdichtheid, met als gevolg flinke uitvallen. Het is dus zeer belangrijk dat een 

dierenarts snel kan inschatten met welke ziekte hij/zij te maken heeft en welke maatregelen direct genomen 

moeten worden. Daarnaast vertonen dode vissen heel snel autolyse, waardoor de verdere diagnostiek 

bemoeilijkt wordt. Het opsturen van kadavers voor diagnostisch onderzoek is daardoor onder 

praktijkomstandigheden bijna ondoenlijk. 

Dit houdt in dat een dierenarts ter plekke het meeste onderzoek zelf verricht, tevens weefselmonsters 

neemt, die zodanig behandeld worden om te versturen voor specialistisch diagnostisch onderzoek 

(virusdiagnostiek, histologisch onderzoek, bacteriekweek).

Vandaar dat bij het keuzevak vis zieke vissen van vishandelaren, die niet meer voor de verkoop kunnen 

gaan, gebruikt worden om deze vaardigheden onder de knie te krijgen.

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.

Bij aanvang van het onderwijs blijven de vissen in hun transportmedium waar eerst (1) het observeren van 

de zieke vissen en het noteren van uitwendig onderzoek (zwemgedrag, vorm van de vis, aspect ogen, 

vinnen en staart en verkleuring schubben plaatsvindt. De vissen worden dus nog niet aangeraakt. Dit deel 

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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van het onderzoek duurt 5 a 10 minuten. Daarna neemt iedere student met (2) een visnet een vis uit de 

vervoersbak en plaatst deze over in een kleinere bak. Het vangen duurt 2 – 5 sec. Daarna wordt het 

anesthesiemiddel (5) aan het water toegevoegd. Dit gebeurt onder supervisie van de docenten en 

begeleiders. Na 10 min. wordt door de docenten gecontroleerd of de vissen voldoende diep onder anesthesie 

zijn. Een docent demonstreert het afnemen van het bloed uit de staartvene (3) en het doorsnijden van het 

ruggenmerg achter de kop (4). Vervolgens doet iedere student hetzelfde bij de eigen vis, wederom onder 

supervisie van de docenten en begeleiders. Terwijl de eerste groep vissen onder narcose gaat, wordt door 

een docent euthanasie door overdosis anesthesiemiddel gedemonstreerd. Daarna haalt iedere student, ook 

weer met een schepnet (2), de tweede vis uit de vervoersbak en zet deze over in een kleinere bak, waarna 

een overdosis anesthesiemiddel toegediend wordt (5). Na 10 min. controleren de docenten of de vissen 

gestorven zijn. Na euthanasie wordt er postmortaal onderzoek op de vissen verricht door de studenten 

onder toezicht van de docenten.

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

een minimum te beperken.

Twee vissen per student. De organen van de siervissen zijn te klein om alle diagnostische handelingen op 

één vis te kunnen uitvoeren cq. oefenen. De handelingen worden eerst door de docent gedemonstreerd en 

daarna door de studenten uitgevoerd. Aangezien er minimaal 20 en maximaal 25 studenten aan het 

onderwijs deelnemen en er 2 vissen gebruikt worden voor demonstratie van de procedures, zijn er minimaal 

42 en maximaal 52 vissen per jaar nodig voor dit onderwijs.

Dit betekent dat voor 5 jaar de aanvraag 260 vissen betreft.

B. De dieren

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

Maximaal 52 zieke siervissen per jaar verkregen via vishandelaren. Indien voorhanden kan het onderwijs 

ook uitgevoerd worden met zieke vissen uit de visindustrie.

C. Hergebruik

Is er hergebruik van dieren?

X 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?

x 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.

Het keuzevak is zodanig opgezet dat de studenten optimaal voorbereid de handelingen gaan uitvoeren. Door 

dit vak alleen aan te bieden als keuzevak voor de echt geïnteresseerde student (max. 25 studenten per 

jaar) voorkomen we onnodig inzet van dieren. Er is helaas geen model voorhanden, waarmee de 

diagnostische handelingen gesimuleerd kunnen worden. Wel is er altijd ‘live’ demonstratie door de docenten 

voordat de studenten zelf aan de slag mogen. Aangezien we vaak de beschikking hebben over kleinere 

siervissen, zijn er voor de studenten 2 vissen per persoon nodig om alle handelingen te kunnen oefenen. 

Soms kunnen we vissen uit de kweekindustrie overnemen; we reduceren het aantal vissen dan tot1 vis per 

2 studenten.

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.

De studenten krijgen maximaal twee vissen voor hun onderzoek. Het bloedprikken en het kieuwmonster

worden onder algehele anaesthesie uitgevoerd De vissen worden uiteindelijk tijdens de algehele anesthesie 

gedood. Ons inziens is het transport de meest stressvolle handeling. De docenten halen de vissen zelf op in 



een transportmedium. Er wordt van te voren een inschatting gemaakt door de docenten (dierenartsen) hoe 

ziek de dieren zijn; te zieke dieren worden niet mee genomen.

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.

n.v.t.

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? 

X 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?

X 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?

Transport naar de faculteit diergeneeskunde wordt verzorgd door de docenten zelf. De vissen worden 

getransporteerd in een aangepast transportmedium.

Ongeriefinschatting/humane eindpunten

H. Pijn en pijnbestrijding

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

x 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?

Transport naar de faculteit

Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn.



                                       

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

te minimaliseren.

De vissen worden in een transportmedium geplaatst en het vervoer wordt begeleid door een 

dierenarts.                               

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?

X Nee > Ga verder met vraag K.

Ja > Geef aan welke criteria hierbij worden gehanteerd.

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

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.

licht

Einde experiment

L. Wijze van doden

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

Nee

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

De vissen zijn ziek en niet meer geschikt voor de verkoop. Dat is de reden dat we ze als UU kunnen 
overnemen en inzetten in het onderwijs.
Een leerdoel van het onderwijs is het leren euthanaseren van vissen en vervolgens om sectie uit te voeren 
op de vissen. Dit is een handeling die de studenten moeten kunnen uitvoeren, omdat i.v.m. snelle autolyse 
het opsturen van vissen ter sectie niet mogelijk is. Monstername geschiedt door de lokale dierenarts, zodat 
het materiaal snel in formaline gefixeerd kan worden.

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.

                             

                X Ja
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A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer : 2017.I.808.002       

2. Titel van het project : Onderwijs departement Pathobiologie 

3. Titel van de NTS : Onderwijs diergeneeskunde en biomedische wetenschappen 

 

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: 21-12-2016 

 aanvraag compleet:       

 in vergadering besproken: 01-02-2017 

 anderszins behandeld:       

 termijnonderbreking(en) van / tot : 07-02-2017/17-02-2017 

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

 aanpassing aanvraag:       

 advies aan CCD: 01-03-2017 

 

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: 07-02-2017 

- Datum antwoord: 17-02-2017 

- Gestelde vragen en antwoorden:  
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Bijlage 4 

Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters: De DEC mist hier een beschrijving 

van de beoogde behandelingen (in plaats daarvan staat vermeld welke vaardigheden de 

studenten op moeten doen). Er zou echter aangegeven moeten worden welke 

handelingen de vissen achtereenvolgens ondergaan. Bijvoorbeeld: “onder anesthesie 

brengen door een anestheticum aan het water toe te voegen, uit het water halen, een 

aantal schubben afschrapen, doden door decapitatie gevolgd door “pithing”, of iets van 

vergelijkbare strekking. Graag nog vermelden. 

De tekst is aangepast. 

 

Niet Technische Samenvatting 

3.3 Diersoort en geschatte aantallen: De DEC constateert een discrepantie in de 

genoemde aantallen. Hier staat genoemd dat 20 ratten nodig zijn, maar dit zijn er 100 

(voor 5 jaar). 

Dit is aangepast. 

- 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.  

 In het departement Pathobiologie van de faculteit diergeneeskunde van de Universiteit Utrecht 

wordt onderwijs gegeven t.b.v. de opleiding Diergeneeskunde (zowel Bachelor als Master), de 

opleiding Biomedische Wetenschappen en binnen het Science department van het University 

College Utrecht (UCU). Het betreft onderwijspractica in de vakken Anatomie, Fysiologie en 

Pathologie, welke allen een belangrijke basis vormen voor de opleiding van dierenartsen, 

biomedici en artsen. De ratio van het vak anatomie is het basis ‘bouwplan’ begrijpen van vogels 

en zoogdieren en de aanpassingen hierop, die noodzakelijk zijn voor het verteren van 

bijvoorbeeld planten of het kunnen bewegen op oneffen bodem. Kennis van de anatomie is 
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tevens van belang voor het begrijpen van de relatie tussen vorm (hoe ziet het eruit) en functie 

(hoe werkt het). Hiertoe zijn een tweetal dissectiepractica opgesteld: een met kippen en een met 

pony’s, runderen en varkens. De fysiologie houdt zich bezig met alle processen in een cel, 

weefsels, organen en/of het hele lichaam en hoe die beïnvloed kunnen worden door normaal 

optredende activiteiten, zoals vertering of beweging. Tijdens het hierbij behorende practicum 

farmacologische beïnvloeding spierfunctie bestuderen de studenten de werking van 4 soorten 

spieren: twee soorten skeletspieren (waarvan één zogenaamde langzame en één snelle), het hart 

en een stuk darm. Het practicum pathologie omvat ziekteleer; in deze onderwijsaanvraag 

specifiek de ziekteleer van vissen. Studenten zullen de gezondheidsstatus van een aquarium 

en/of vijver, waarin vissen worden gehouden, beoordelen, het klinisch beeld van de vissen 

beoordelen d.m.v. observatie en enkele handelingen verrichten.  

 Het einddoel van de verschillende onderwijspractica zijn leerdoelen die behoren tot de 

eindtermen van de curricula van diergeneeskunde, biomedische wetenschappen en UCU. De 

relatie tussen het hoofddoel en de leerdoelen is helder en vergelijkbaar met voorbeeld 5 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.  

 

3.  De in de aanvraag aangekruiste doelcategorie sluit aan bij de onderwijsdoelstelling.  

 

Belangen en waarden 

4. Het directe doel van het project is om studenten diergeneeskunde, biomedische wetenschappen 

en science van het University College Utrecht kennis te laten maken en/of te trainen in het 

uitvoeren van anatomische, fysiologische en pathologische vaardigheden die van belang zijn in 

het kader van deze opleidingen. Het uiteindelijke doel van het project is het opleiden van (1) 

Biomedici en artsen in het verrichten van dierproeven, het verkrijgen van betrouwbare resultaten 

en het correct interpreteren van deze resultaten, alsmede ethische normbesef en het respectvol 

omgaan met dierlijk materiaal en (2) dierenartsen om de gezondheid en het welzijn van dieren 

te bewaken, te bevorderen en te verbeteren. Door deze vaardigheden tijdens de opleiding 

onder gecontroleerde omstandigheden te oefenen op onderwijsdieren worden studenten goed 

voorbereid op het toepassen van deze vaardigheden onder praktijkomstandigheden – zowel 

tijdens de studie als tijdens de beroepsuitoefening. 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 onderwijsproject zijn: de proefdieren en de studenten. 

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

als gevolg van de handelingen die ze ondergaan, korte tijd stress ondervinden. In het kader van 

het onderwijs zullen de dieren gedood worden. De dieren hebben er belang bij hiervan 

gevrijwaard te blijven. Voor de studenten geldt dat het kennis maken met en/of trainen van 

nieuwe vaardigheden bijdraagt aan hun wetenschappelijke scholing en verdere loopbaan 
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mogelijkheden, maar dit dient naar de mening van de DEC geen rol te spelen in de ethische 

afweging over de toelaatbaarheid van het gebruik van proefdieren. 

 

6. De aanvrager geeft niet aan nadelige effecten op het milieu te verwachten. De DEC ziet geen 

aanleiding om aan te nemen dat zich toch nadelige effecten zullen voordoen. 

 

Proefopzet en haalbaarheid 

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

gewaarborgd en dragen eraan bij dat de onderwijsdoelstellingen 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.  

 

8. De opzet van het project sluit logisch en helder aan bij de aangegeven onderwijsdoelstellingen 

en kan leiden tot het behalen van de doelstelling binnen het kader van het onderwijs. In de 

onderwijsaanvraag is helder uiteengezet op welke manier het onderwijs – van de opleiding 

diergeneeskunde, biomedische wetenschappen en science in het algemeen, en met betrekking 

tot de pathobiologie in het bijzonder – is opgebouwd, en welke plaats de beschreven practica 

en type dierproeven daarbij innemen. Ook de ratio van (de fasering van) de verschillende type 

dierproeven is duidelijk toegelicht. De DEC is ervan overtuigd dat de aanvrager over voldoende 

expertise en voorzieningen beschikt om de onderwijsdoelstelling binnen de gevraagde termijn 

te realiseren. 

 

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) 

In bijlage 1, 2 en 3 worden, indien mogelijk, surplus dieren gebruikt, waarmee wordt 

bijgedragen aan de vermindering van het aantal “dieren in voorraad gedood”. De aanvrager 

voldoet aan de in de Wet op de dierproeven genoemde beperkende voorwaarden voor 

hergebruik.  

 

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

geclassificeerd. Het maximale ongerief in alle bijlagen is ingeschat als licht. In bijlagen 1, 2 en 3 

kunnen de dieren stress ondervinden als gevolg van het transport. Na binnenkomst worden de 

dieren, al dan niet na een acclimatiseringsperiode, geëuthanaseerd. In bijlage 4 worden zieke 

dieren aangekocht, als gevolg waarvan, naast stress door het transport, ook licht ongerief kan 

optreden. Deze dieren worden eerst geanestheseerd t.b.v. het afnemen van bloed, het maken 

van een huidafkrabsel en het nemen van een kieuwmonster, waarna de dieren worden 

geëuthanaseerd. 

 

12.  De integriteit van de dieren wordt in fysiek opzicht in beperkte mate aangetast vanwege het 

verdoven/het onder anesthesie brengen van de dieren en het aansluitend doden van de dieren. 

  

13.  Omdat de dieren kort na aankomst (bijlagen 1 t/m 3) bij de onderwijsfaciliteit, of na enkele 

handelingen (bijlage 4) gedood worden, worden geen humane eindpunten verwacht.  

 

3V’s 

14.  Om dierenartsen in de volle breedte toe te rusten voor de preventieve en curatieve 

diergezondheidszorg is het van groot belang dat zij tijdens de opleiding kennis maken en 

ervaring opdoen met handelingen bij zowel levende als gedode gezonde en zieke dieren. De 

handelingen die tijdens de practica aan bod komen zijn essentieel voor de latere 

beroepsuitoefening. Voor andere biomedici geldt dat zij veelal werkzaam zullen zijn in 

wetenschappelijk onderzoek gericht op het verkrijgen van inzicht in- en ontwikkelen van 

therapieën voor aandoeningen bij mens en dier. Ook daarvoor is praktische kennis van 

anatomie, fysiologie en pathologie van groot belang. Er zijn geen volwaardige alternatieven 

beschikbaar die het onderwijs met levende en “vers” gedode dieren kunnen vervangen. 

 

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. Om een optimaal 

onderwijsrendement te behalen en toch zo weinig mogelijk dieren te gebruiken, wordt het 

aantal studenten per dier nauwkeurig afgestemd op het onderwijsdoel. De berekening van het 

aantal benodigde dieren is gebaseerd op het aantal studenten dat jaarlijks instroomt, het aantal 

studenten dat met het oog op de onderwijsdoelstelling per keer aan een practicum kan 

deelnemen en het aantal keren dat een practicum plaats kan vinden. Waar mogelijk worden 

surplusdieren uit onderwijs of onderzoek ingezet, of dieren die in het kader van de reguliere 

veehouderij/handel gedood moeten worden op het bedrijf van herkomst, bijvoorbeeld vanwege 

ziekte.  

 

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

onderwijs is zodanig opgezet dat de dierproeven zo humaan mogelijk kunnen worden 

uitgevoerd. Er worden technische hulpmiddelen gebruikt om studenten goed voor te bereiden 
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op de practica waarin zij met dieren werken, en bij een aantal practica is het met goed gevolg 

afleggen van een ingangstoets verplicht.  

 In bijlage 1 is gekozen voor de kip omdat dit de enige vogelsoort is die integraal behandeld 

wordt in het onderwijs. Verder is de kip groot genoeg om alle belangrijke structuren te 

bestuderen. Voor het practicum Anatomie Master worden pony’s, varkens en runderen gebruikt. 

Dit betreffen diersoorten die behoren tot het onderwerp van de Master die de studenten 

gekozen hebben en zijn dus de doeldieren. Voor het practicum farmacologische beïnvloeding 

spierfunctie in bijlage 3 worden ratten gebruikt omdat de spieren van de rat groot genoeg zijn 

om in de opstelling gemonteerd te worden en om leesbare uitslagen te geven na stimulatie. In 

bijlage 4 is het doeldier de vis. Er is gekozen voor het gebruik van zieke siervissen, maar indien 

beschikbaar zouden ook zieke kweekvissen kunnen worden gebruikt.  

 

17.  Er is geen sprake van wettelijk vereist onderzoek.  

 

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 

18.  Er zullen in bijlage 1 alleen vrouwelijke dieren (kippen) gebruikt worden. De kippen worden 

aangekocht bij een legkippenbedrijf en zijn derhalve voorhanden zonder dat een overschot aan 

hanen ontstaat als gevolg van het gebruik van uitsluitend vrouwelijke dieren. In bijlage 2 gaat de 

voorkeur uit naar hengsten, eerstekalfskoeien en jonge mannelijke varkens. De keuze voor 

hengsten houdt verband met het feit dat de testikels over het algemeen goed ontwikkeld zijn, in 

tegenstelling tot het vrouwelijk geslachtsapparaat en de uier. Indien er een merrie voorhanden 

is, waarbij het uier goed ontwikkeld is, kan die ook gebruikt worden. Vanwege dezelfde reden 

wordt ook de voorkeur gegeven aan jonge mannelijke varkens. De keuze voor eerstekalfskoeien 

houdt verband met het feit dat zij een goed ontwikkelde uier hebben en de speciale 

bloedvoorziening relatief eenvoudig in een kadaver van dit dier zichtbaar kan worden gemaakt. 

De DEC is er van overtuigd dat de aanvrager in voldoende mate wetenschappelijk heeft 

onderbouwd dat het, om de onderwijsdoelstellingen te bereiken, noodzakelijk is om bepaalde 

practica alleen met vrouwelijke dan wel mannelijke dieren uit te voeren. De DEC acht het in dit 

specifieke geval ook niet aannemelijk dat daardoor ongebruikte overschotten van dieren van het 

andere geslacht zullen ontstaan. 

  

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

onderwijsproject te behalen. In bijlage 1 en 2 kunnen de doelstellingen alleen behaald worden 

met behulp van dood materiaal. In bijlage 3 worden de dieren gedood voor het verkrijgen van 

de spieren voor ex-vivo experimenten en in bijlage 4 is één van de leerdoelen het euthanaseren 

van vissen en het uitvoeren van sectie. Daarnaast gaat het om zieke vissen die niet meer 

geschikt zijn voor de verkoop. De dieren worden volgens een, in bijlage IV van de EU richtlijn 

vermelde, passende methode gedood.  

  

20.  Omdat in bijlage 3 ratten en bijlage 4 vissen worden aangevraagd is de vraag over 

herplaatsing/hergebruik hier niet van toepassing. In bijlage 1 worden kippen aangevraagd en in 
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bijlage 2 pony’s, runderen en varkens, maar omdat het doel van deze bijlagen is de anatomie 

van de dieren te bestuderen is het noodzakelijk de dieren te doden. Hergebruik of herplaatsing 

van deze dieren is derhalve niet mogelijk. 

 

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 onderwijs, namelijk 

om studenten kennis te laten maken en/of te trainen in het uitvoeren van anatomische, 

fysiologische en pathologische vaardigheden die van belang zijn in het kader van deze 

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

proefdieren kan rechtvaardigen. 

 

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

ongerief. Daar staat tegenover dat deze practica een belangrijke bijdrage leveren aan de 

wetenschappelijke kennis en de ontwikkeling van studenten en een onmisbaar onderdeel van de 

opleiding vormen.  

 Goed opgeleide en dierenartsen, met kennis van de anatomie en pathologie, zijn niet alleen van 

belang voor de dieren, maar ook voor de samenleving. Voor dierenartsen ligt er bijvoorbeeld 

ook een belangrijke rol bij de detectie van zoönoses en de relatie met de humane geneeskunde 

en antibioticaresistentie. De DEC kent hier veel gewicht aan toe. Voor biomedici geldt dat zij 

veelal werkzaam zullen zijn in wetenschappelijk onderzoek gericht op het verkrijgen van inzicht 

in- en ontwikkelen van therapieën voor aandoeningen bij mens en dier. Ook daarvoor is 

praktische kennis van anatomie, fysiologie en pathologie van groot belang en de DEC kent daar 

dus veel gewicht aan toe. 

 Het is aannemelijk dat de leerdoelstellingen behaald zullen worden. Daarvoor is de inzet van 

proefdieren noodzakelijk, maar de docenten doen al het mogelijke om het ongerief voor de 

dieren en het aantal dieren tot een minimum te beperken. Waar mogelijk worden surplus dieren 

ingezet.  

 

3. Op grond van het bovenstaande is de DEC van oordeel dat de handelingen die tijdens de 

practica aan bod komen essentieel zijn voor de latere beroepsuitoefening en dat derhalve dit 

onderwijs een substantieel belang vormt dat opweegt tegen de geringe 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 W17-09

wordt verstrekt weigeringsgronden

nr. document NTS 20171005 reeds openbaar niet geheel deels 10.1.c 10.2.e 10.2.g 11.1

1 Aanvraagformulier x x x

2 NTS  x

3 Projectvoorstel x x

4 Bijlage animal procedure x x

5 Ontvangstbevestiging en factuur x x x

6 DEC advies  x x x

7 Advies CCD x x

8 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. 

Dynamiek van darmmicrobiota binnen en tussen hokken met 

vleeskuikens en de invloed ervan op uitkomsten van voedingsproeven.

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.



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 algemene gezondheid. Ook voor 

vleeskuikens geldt dat darmkolonisatie met microbiota (vooral darmbacteriën), direct na uitkomst uit het 

ei, bepalend is voor veel essentiële levensprocessen van vleeskuikens. De samenstelling en diversiteit 

van het darmmicrobioom (=de verzameling darmmicrobiota), beïnvloedt de ontwikkeling van het 

immuunsysteem en efficiëntie in voerbenutting voor ontwikkeling en groei in vleeskuikens (Kohl et al., 

2012: J Comp Physiol B. 182(5):591-602). De samenstelling van de darmmicrobiota wordt bepaald door 

vele interacties tussen gastheer en omgevingsfactoren en varieert binnen en tussen koppels vleeskuikens 

(Wei et al., 2013: Poult Sci. 92(3):671-83). Deze variatie is geassocieerd met verschillen in 

productieprestaties en kunnen worden beïnvloed door aanpassingen in het voer (Stanley et al., 2012: 

Appl Microbiol Biotechnol. 96(5):1361-9). Verstoringen van de microbiota samenstelling gaan meestal 

gepaard met veranderingen in de regulatie van het immuunsysteem, hierdoor verandert het 

immunologische evenwicht in de darm en dit vergroot de gevoeligheid op infecties met bepaalde 

pathogenen (Smits et al., 2014:Tijdschrift voor Diergeneeskunde, 23).

Vanuit overheden en de pluimvee-industrie wordt gestimuleerd dat diverse schakels in de pluimvee-

industrie vooral streven naar ‘gezonde, robuuste’ dieren met het doel kwalitatief hoogstaande 

vleesproducten te produceren. Hieraan is gekoppeld dat de focus van onderzoek binnen R&D afdelingen 

en wetenschappelijke instellingen is verschoven naar genetische selectie, productiesystemen en 

diervoeders die de gezondheid en weerstand bevorderen. Gezondere koppels vleeskuikens hebben veel 

voordelen voor de dieren zelf, maar ook voor de consument van pluimveevlees. In een gezond koppel 

kippen zal het sterftepercentage lager zijn en zal het welzijn van de dieren beter zijn. Daarnaast zal een 

goede weerstand de kans op oplopen van infecties die bij de mens tot voedselinfecties kunnen leiden 

(zoals Salmonella en Campylobacter) verminderen. Ook zullen kippen die gezond zijn minder snel 

worden behandeld met antibiotica. Kortom, gezondere koppels pluimvee zorgen voor minder kans op 

overdracht van dierziekten of antibioticaresistentie van dier naar de mens via de consumptie van vlees.

Deze studie maakt dan ook onderdeel uit van een door NWO 

 en een grote 

voerfabrikant gesubsidieerd onderzoeksproject, waarin het onderzoek naar het bewerkstelligen van een 

gunstige samenstelling van darmmicrobiota centraal staat. Het project is getiteld: 

Binnen dit project zullen wij in experimenten met 

vleeskuikens gaan toetsen hoe, door middel van voerinterventies, de darmmicrobiota en het 

immuunsysteem gunstig beïnvloed kunnen worden. Hiervoor zijn goede diermodellen noodzakelijk.

Experts van het immuunsysteem, partners in dit project, zullen in vivo en in vitro onderzoek doen om 

vooral de vroege afweer goed te kunnen bestuderen (projectvergunning in beoordeling). Wij zullen in de 

toekomstige diermodellen vooral de ontwikkeling van de darmmicrobiota in kaart gaan brengen. Hiervoor 

was de eerste stap om een veldstudie uit te voeren voor het ontwikkelen van een methode om 

darmmicrobiota in vleeskuikenkoppels te karakteriseren en de mate van variatie vast te stellen (reeds in 

uitvoering onder vergunning AVD108002016442).

Naast het beschikken over een methode om de darmmicrobiota te kunnen meten en interpreteren is het 

voor de opzet van voedingsproeven essentieel te weten welke andere factoren dan voer invloed hebben 

op darmmicrobiota. In de literatuur is te lezen dat de ontwikkeling van de darmmicrobiota, naast door 

voer, wordt bepaald door factoren zoals de genetische achtergrond (Zhao et al., 2013:Sci Reps 

(3):1163; Kim et al., 2015: Research in Veterinary Science (102):150–158), het geslacht (Lumpkins et 

al., 2008: Poultry Science(87):964–967), de leeftijd (Wielen et al., 2002: Microb Ecol (2002) 44:286.),

strooisel management (Torok et al.,2009: Poult Sci(88):2474–2481) en de huisvesting (Guardia et al., 

2011:Poult Sci(90):1878–1889). Er moet dus rekening gehouden worden met andere factoren dan alleen 

de voerinterventie bij microbiota studies (Laukens et al., 2016:FEMS Microbiol Rev 40(1):117-32). 

Zowel bij mensen, als bij muizen die samenwonen is aangetoond dat de darmmicrobiota meer op elkaar 

lijkt in verhouding met een groep individuelen (Hildebrand et al., 2012 Genome Biology 14:R4; Schloss 

et al., 2014 Microbiome. Jul 21;2:25). De huisvesting van de dieren kan dus onbedoeld veel invloed 

hebben op de microbiota en dus op conclusies die je kunt trekken uit een proef. Ludvigsen et al. (2016:



Front. Vet. Sci. 3:16) toonden bijvoorbeeld aan dat de verschillen die gevonden werden in 

darmmicrobiota tussen vleeskuikens uit verschillende proefgroepen niet alleen aan het voer of de

antibioticum behandeling toe te schrijven waren maar ook aan de stal waarin de dieren werden 

gehouden. 

Eerder onderzoek (o.a. Mechanisms underlying disease transmission between spatially separated 

animals, PhD thesis van Bram van Bunnik, 2014: http://library.wur.nl/WebQuery/clc/2060237) wees ook 

al uit dat indirecte transmissie van bepaalde darmbacteriën tussen hokken, zoals Campylobacter, kan 

optreden. Dit onderzoek gaf aan dat er niet persé direct contact tussen de kippen nodig is voor 

overdracht van darmbacteriën, maar dat dit deels indirect, via de omgeving, kan plaatsvinden. Daarnaast

is uit eerder onderzoek van onze eigen groep gebleken dat dieren  in de loop van de 

tijd  ten aanzien van Er ontwikkelde zich in 

de loop van de tijd een van bacteriën.

Het plan is om een deel van de toekomstige proeven in de voerproef-faciliteiten van onze consortium 

partner, een voerfabrikant, uit te voeren en een deel binnen onze faciliteiten aan de UU. Daarom willen 

we in deze dierproef groepen vleeskuikens met een zelfde herkomst simultaan houden in (aangrenzende) 

hokken (bij onze partner en in onze faciliteiten), op de standaard wijze waarop voerinterventies worden 

onderzocht, en  vergelijken ten aanzien van de ontwikkeling van de darmmicrobiota in de 

tijd.

Voor vervolgexperimenten is het belangrijk om te weten of, en in welke mate, er beïnvloeding van de 

microbiota optreedt in dezelfde ruimte. Dit kan namelijk grote invloed hebben op de conclusies die uit 

voerproeven getrokken worden. Daarom willen we in deze dierproef de methodische vraag onderzoeken 

over hoe de samenstelling van darmmicrobiota in vleeskuikens zich binnen en tussen hokken gedraagt, 

in de tijd en in afgezonderde groepen kuikens die elkaar onderling niet kunnen beïnvloeden 

 in vergelijking met groepen kuikens die elkaar onderling wel kunnen 

beïnvloeden (grondhokken).  We zullen hierbij de mate van variatie van de microbiota samenstelling 

gaan meten. 

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?

Dit project voorziet in de behoefte om meer inzicht in de dynamiek van de darmmicrobiota te krijgen, 

zodat voerexperimenten kunnen worden geoptimaliseerd. Het doel van dit experiment is om te 

achterhalen of er minder variatie is tussen de samenstelling van de darmmicrobiota bij dieren gehuisvest 

in dezelfde ruimte in verhouding met dieren  De hypothese is dat wanneer 

dieren in dezelfde ruimte leven er uitwisseling van de microbiota kan plaatsvinden welke effect kan 

hebben op de interpretatie van voerproeven. 

Belangrijkste onderzoeksdoel is om te onderzoeken of de standaard opzet van voedingsexperimenten, 

met hokken in dezelfde ruimte, geschikt is voor het kunnen vaststellen van verschillen in microbiota 

samenstelling, en welke maatregelen te nemen zijn om de opzet te optimaliseren.

Een subdoel is dat deze experimenten tevens inzicht geven in de variatie van de darmmicrobiota 

samenstelling binnen en tussen hokken. Wat belangrijke input is voor wiskundige modellen die voor het 

overkoepelende project van belang zijn. 

Een tweede subdoel is om verschillende monsternamemethoden uit te voeren opdat de uitkomsten ook 

inzicht kunnen geven over typen monsters die in toekomstige proeven genomen moeten worden



De volgende onderzoeksvragen willen we beantwoorden: 

Onderzoeksvraag 1: Is er tussen hokken in een standaard voerproef setting onderlinge beïnvloeding van 

de darmmicrobiota samenstelling?

Onderzoeksvraag 2: Als er sprake is van onderlinge beïnvloeding, kan dit worden tegengegaan door het 

Onderzoeksvraag 3: Als er sprake is van onderlinge beïnvloeding, kan dit door andere manieren van 

 worden tegengegaan?

Onderzoeksvraag 4: Hoe vergelijkbaar zijn de microbiota van individuele dieren verkregen door het 

cloaca swabben met de microbiota verkregen door de darminhoud te bemonsteren?  

Haarbaarheid:
Het project wordt uitgevoerd door een consortium van partijen met de benodigde expertise en 

infrastructuur om de doelen te bereiken. 

De haalbaarheid van de studie is ook door een externe subsidiegever getoetst, namelijk NWO. Zij 

beoordeelden het consortium als sterk en waren ervan overtuigd dat de beoogde doelen haalbaar 

waren en hebben daarom een omvangrijke subsidie toegekend.

Voor het uitvoeren van de dierproeven is de benodigde infrastructuur ten aanzien van 

dierfaciliteiten en laboratoriumfaciliteiten uitgebreid voorhanden. Deze faciliteiten zijn veelvuldig 

succesvol ingezet in voorgaande experimenten met dezelfde of vergelijkbare pathogenen en 

diersoorten, zowel bij binnen onze faciliteiten (Universiteit Utrecht, UU) als bij onze 

consortiumpartner. 

De microbiota analyses worden uitgevoerd in samenwerking met het laboratorium voor 

microbiologie van Wageningen Universiteit waar al de kennis en expertise in huis is. Vanuit 

Wageningen is een statisticus betrokken en vanuit UU is een wiskundig modelleur betrokken bij 

de opzet en het analyseren van deze proef. 

Met de informatie die uit eerdere proeven van onze consortiumpartner zal een goede keus 

gemaakt kunnen worden voor de te toetsen ‘voerinterventies’, waarvan bekend is dat deze grote 

effecten hebben op de darmmicrobiota. Met deze voorkennis kan een voldoende groot verschil 

tussen groepen worden aangebracht zodat makkelijker onderlinge beïnvloeding tussen 

proefgroepen meetbaar zal zijn.

3.3 Belang 

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

Uiteindelijk beogen de onderzoekers met het  project, waar deze proeven onderdeel van 

uitmaken, bij te dragen aan een diervriendelijke, duurzame, economisch rendabele en gezonde 

pluimveehouderij, inclusief veilige en goede vleesproducten voor de consument. 

Maatschappelijk belang:

Met de vleeskuikenhouderij gaat het gebruik van grote hoeveelheden antimicrobiële middelen gepaard. 

Hoewel een flinke reductie (65%) in antibioticumgebruik gerealiseerd is in de vleeskuikensector in 2015

ten opzichte van 2009 werd in 2015 nog steeds bij 34% van de reguliere vleeskuikenbedrijven antibiotica 

ingezet (Antibioticumgebruik pluimveesector in 2015, www.avined.nl). Digestieproblemen zijn een van de 

meest frequent gerapporteerde indicatie voor antibioticumgebruik bij pluimvee: 25% van alle 

behandelingen bij vleeskuikens wordt hiertegen ingezet. Goed functionerende darmmicrobiota zijn 

cruciaal voor een goede darmontwikkeling, ontwikkeling van het afweersysteem en benutting van het 

voer voor ontwikkeling en groei. Nieuwe kennis is noodzakelijk om het samenspel tussen 

verteringssysteem, darmmicrobiota, voeding en het afweersysteem enerzijds en gezondheid en productie 

van het dier anderzijds goed te begrijpen. 

Als we dit beter begrijpen kunnen we met aanpassingen in het voer ervoor zorgen dat er een dusdanige 

samenstelling van darmmicrobiota ontstaat die zorgt voor:

a) een goede ontwikkeling van het immuunsysteem van het kuikens, zodat 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 de consumptie van vlees.

b) een goede en efficiënte benutting van het voer, waarbij de kuikens kunnen groeien volgens een 

gezond groeipatroon gedurende de productieronde die voldoende efficiënt is (goede omzetting van voer 

in groei) maar niet tot gezondheidsproblemen leidt. Een efficiënte groei is niet alleen vanuit 

bedrijfseconomisch oogpunt gunstig, maar ook belangrijk in het kader van het beperken van de 

koolstofvoetafdruk voor de productie van vlees en de belasting van het milieu als gevolg van de 

mestproductie. 

Gezien de groeiende wereldbevolking is het belangrijk om bij te dragen aan duurzame en gezonde 

eiwitproductie. Het vleeskuiken is een bijzonder efficiënt dier voor de productie van vlees, voor iedere

kilo vlees is maar 1.67 kilo voer nodig. De kennis van dit project zal bijdragen aan een duurzame en 

gezonde pluimveehouderij en hopelijk in de toekomst aan een nieuwe generatie diervoeders die de 

gezondheid van vleeskuikens bevordert en nog beter is afgestemd op de behoeften van het vleeskuiken. 

Dit betekent niet dat we na nastreven om de dieren nog sneller te laten groeien. Een pluimveehouderij 

met gezonde vleeskuikens draagt bij aan de veiligheid van voedingsmiddelen van dierlijke oorsprong 

(verbetering volksgezondheid), een lagere ecologische voetafdruk van de vleeskuikenproductie, en de 

acceptatie van de vleeskuikenhouderij door de maatschappij. 

Wetenschappelijk belang

Kennis over de interactie tussen voeding en darmgezondheid kan de basis vormen voor de volgende 

generatie voedingssystemen en andere mogelijkheden tot verbetering van darmgezondheid. Vooralsnog 

ontbreekt kennis over de interactie tussen de darmmicrobiota en de ontwikkeling en responsiviteit van 

het immuunsysteem in vleeskuikenkoppels. Verder ontbreekt kennis over hoe een darmmicrobiota 

samenstelling kan bijdragen aan verbetering van de gezondheid en de productieprestaties van 

vleeskuikens. Deze kennis zou het voor voedingsbedrijven en wetenschappelijke instellingen mogelijk 

kunnen maken om interventies te ontwikkelen waarmee de immuun competentie en daarmee de 

robuustheid van vleeskuikens gunstig beïnvloed kan worden. 

Om vervolgproeven te kunnen doen (voor onze eigen dierproeven maar ook voor proefdierinstellingen in 

het algemeen) is het van belang om te achterhalen of direct en indirect contact tussen vleeskuikens 

effect heeft op de samenstelling van de darmmicrobiota, en in welke mate. Deze proef zorgt voor meer 

inzicht in de dynamiek van direct en indirect contact tussen vleeskuikens. Omdat we willen voorkomen

dat de uitkomsten van een voerinterventie beïnvloedt worden door het studiedesign in plaats van de 

interventie is deze fundamentele vraag van belang. Daarnaast is deze vraag van behang als input voor 

de wiskundige modellen.

3.4 Onderzoeksstrategie

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

Het project , zoals omschreven in de achtergrond bestaat uit meerdere onderdelen. De 
eerste was om een veldstudie uit te voeren voor het ontwikkelen van een methode om darmmicrobiota in 
vleeskuikenkoppels te karakteriseren en de mate van variatie vast te stellen (aanvraagnummer 
ADV10800201644). Op dit moment worden deze monsters verzameld en geanalyseerd. Uit ons literatuur 
onderzoek is gebleken dat direct en indirect contact veel effect kan hebben op de samenstelling van de 
darmmicrobiota. Daarom willen we vleeskuikens die gehuisvest zijn in grondstallen vergelijken met 
dieren De kuikens zullen 2-3 verschillende voeren ontvangen, zodat er groepen kuikens 
met verschillende darmmicrobiota samenstelling zullen ontstaan. Dit doen we omdat 
verwachten dat er minder variatie van de microbiota tussen de groepen dieren zal zijn dan tussen de 
groepen dieren De hypothese zoals hierboven al omschreven is dat wanneer dieren in 
dezelfde ruimte leven er uitwisseling van de microbiota kan plaatsvinden welke effect kan hebben op de 
interpretatie van voerproeven. 

Wij gaan deze proef samen met onze consortiumpartner uitvoeren, waardoor een groot deel van de 



dieren niet binnen de universiteit zal worden gehuisvest. Onze consortiumpartner heeft al een 
vergunning voor het uitvoeren van de proef. Die dieren vallen dan ook niet binnen deze aanvraag. 

De eerste fase van deze proef zal parallel aan de proef van onze consortiumpartner plaatsvinden. Bij de 
consortiumpartner wordt een reguliere voerproef uitgevoerd waarbij de uitleesparameter groei en 
microbiota samenstelling zijn. Via de consortiumpartner is bekend dat het voer, verschillen in 
darmmicrobiota samenstelling geeft. We zullen alleen voer gebruiken waarvan bekend is dat dit 
verschillende microbiota samenstelling geeft. We gaan dezelfde dieren in dezelfde omstandigheden (o.a. 
zelfde moederdieren, zelfde bezettingsgraad, zelfde voer, zelfde lichtschema’s, zelfde strooisel) 

en grondstallen van de UU dieren en bij onze consortiumpartner, zodat we 
kunnen onderzoeken of de standaard opzet van voedingsexperimenten, met hokken in dezelfde ruimte, 
en onze  en grondstallen geschikt zijn voor het kunnen vaststellen van verschillen in 
microbiota samenstelling. Mochten we verschillen in samenstelling vinden die de interpretatie van de 
voerproef veranderen, dan is een volgende fase nodig. In deze tweede fase willen wel bestuderen of 
bijvoorbeeld de van de grondstallen een positief effect kan hebben op het behouden van de 
variatie tussen groepen dieren, zodat er beter onafhankelijke waarnemingen in dezelfde ruimte kunnen 
ontstaan. 

De project strategie en het wetenschappelijk belang zijn nauw met elkaar verbonden. Want om 
vervolgproeven te kunnen doen is het van belang om te achterhalen of direct en indirect contact effect 
heeft op de samenstelling van de darmmicrobiota, en in welke mate. Daarom is het van groot belang dat 
deze proeven uitgevoerd kunnen 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.

Zoals beschreven bij 3.4.1 zullen de type(n) dierproeven voerproeven zijn. Waarbij voor ons niet de 
hoofdvraag is of het voer een positief effect heeft op de groei van de dieren maar of, en in welke mate, 
direct en indirect contact effect heeft op de samenstelling van de darmmicrobiota. 

In de eerste fase van de proef zal er bestudeerd worden of er tussen hokken in een standaard voerproef 

setting onderlinge beïnvloeding van de darmmicrobiota samenstelling is. Hierbij worden kuikens 

gehuisvest  en grondstallen op de UU vergeleken met dieren gehuisvest in grondstallen bij 

onze consortiumpartner. De dieren gehuisvest bij de consortiumpartner vallen niet onder deze 

vergunning. 

Als er sprake is van onderlinge beïnvloeding van de darmmicrobiota, is de tweede fase nodig om te 

onderzoeken of dit kan worden tegengegaan. Bijvoorbeeld door het  tussen 

hokken of door een andere manieren van te gebruiken. Tijdens deze proeven zullen de 

kuikens ook gehuisvest worden in grondstallen op de UU.

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.

De resultaten van de eerste fase zijn bepalend voor de beslissing om door te gaan naar de tweede fase. 
Hierdoor kunnen we heel doelgericht te werk gaan en de inzet van dieren en middelen zoveel mogelijk 
beperken tot wat strikt noodzakelijk is. Wanneer blijkt dat uit de gezamenlijke proef met de 
consortiumpartner er geen verschillen worden gevonden in de samenstelling van de darmmicrobiota,
zullen we niet verder gaan met de tweede fase van deze proef. Maar wanneer dit wel het geval blijkt te 
zijn, dan is het belangrijk om het effect van huisvesting op de darmmicrobiota samenstelling verder te 
onderzoeken. Aangezien dit een fundamentele vraag is, zal de vervolgfase binnen UU plaatsvinden.

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

Volgnummer Type dierproef 

1 Effect van direct en indirect contact tussen vleeskuikens op de samenstelling van de 

darmmicrobiota.

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
Effect van direct en indirect contact tussen vleeskuikens op 

de samenstelling van de darmmicrobiota.

2 Beschrijving dierproeven

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters

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

Er zijn aanwijzingen uit onderzoek dat er onderlinge beïnvloeding is van microbiota binnen en tussen hokken 
in dezelfde ruimte is (Hildebrand et al., 2012 Genome Biology 14:R4; Schloss et al., 2014 Microbiome. Jul 
21;2:25; Ludvigsen et al., 2016, Front Vet Sci. 3:16). Bij experimenten waarbij diervoeders /additieven bij 
vleeskuikens worden vergeleken, zoals bij onze consortiumpartner in het project, bevinden de verschillende 
groepen zich in grondhokken naast elkaar in één ruimte. Wanneer er niet alleen uitwisseling van 
darmbacteriën binnen een hok optreedt, maar ook tussen verschillende proefgroepen, kan dit veel invloed 
kunnen hebben op conclusies die uit voerproeven getrokken kunnen worden. Voor de opzet van toekomstige 
voerproeven binnen ons onderzoeksproject is het belangrijk om hier meer inzicht in te krijgen.
Dit is de reden waarom we willen onderzoeken hoe de samenstelling van darmmicrobiota in vleeskuikens 
zich binnen en tussen hokken gedraagt in afgezonderde groepen die elkaar onderling niet kunnen 
beïnvloeden  en in grondhokken die zich in dezelfde onderzoekstal bevinden (stallen 
consortiumpartner en stallen in onze eigen onderzoeksfaciliteit bij UU).

Onze hypothese is dat direct en indirect contact tussen vleeskuikens de samenstelling van de microbiota 
kunnen bevloeiden. De invloed van het indirecte contact kunnen we tegengaan door dieren  te 
plaatsen, zodat we kunnen inschatten hoe groot de effecten ervan zijn. Om het effect van direct en indirect 
contact tussen vleeskuikens op het verloop van de samenstelling van de darmmicrobiota in de tijd in kaart 
te brengen is het belangrijk dat de groepen onderling verschillen. Daarom worden verschillende typen voer
gegeven of wordt een behandeling met een antibioticum gegeven. Van deze typen voer of behandeling is 
bekend dat het een effect heeft op de samenstelling van de darmmicrobiota, op basis van eerder onderzoek 
door onze consortiumpartner. Zo kunnen we onderzoeken of de variatie binnen en tussen hokken heel 
anders is bij kuikens  (waarbij geen indirect beïnvloeding kan plaatsvinden) en 
kuikens gehuisvest in de grondhokken. 

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.



In de eerste fase (met onderzoeksvraag 1: Is er tussen hokken in een standaard voerproef setting 
onderlinge beïnvloeding van de darmmicrobiota samenstelling: Experiment 1) zullen vleeskuikens van 
dezelfde herkomst gehuisvest in grondhokken bij onze consortiumpartner vergeleken worden met 
grondhokken en  binnen de UU. Bij onze consortiumpartner wordt een voerproef uitgevoerd en in 
dergelijke studies worden gewichten en voederconversie als uitleesparameter gebruikt omdat dit iets zegt 
over hoe goed de darmbacteriën functioneren bij de vertering van het voer. Binnen de UU zijn wij vooral 
geïnteresseerd in welke darmbacteriën nu aanwezig zijn. Daarnaast willen we ook de gewichten en 
voeropname van de kuikens die binnen de UU worden gehuisvest weten, om vast te stellen of de dieren in 
beide omgevingen volgens de Ross-norm presteren. Dezelfde opzet wordt nog eenmaal herhaald voor alleen 
het deel van het experiment binnen UU (grondhokken  om vast te stellen of eventueel 
gevonden verschillen herhaalbaar zijn.

De belangrijkste uitleesparameter voor deze dierproef is de samenstelling van bacteriën in blinde darm

(caecale) mestmonsters, verzameld bij postmortaal onderzoek. Deze wordt bepaald door middel van 16s 

rRNA sequencing en geanalyseerd met bioinformatica software. Hieruit wordt de alfa- & beta- diversiteit 

bepaald, wat veel gebruikte maten in het microbioomonderzoek zijn om de mate van diversiteit in de

samenstelling van darmmicrobiota te kunnen vaststellen(Lozupone and Knight 2008, FEMS Microbiol Rev 32, 

557-578). (Alfa diversiteit is een maat voor het soortenaantal van een de darm, dit gaat over welke 

bacteriën er leven (within sample). Beta diversiteit is een maat voor de verscheidenheid aan bacteriën in de 

darm tussen, in ons geval dieren, dit gaat over hoe verschillend is de samenstelling van darmbacteriën 

tussen dieren (between samples). Wanneer we in experiment 1 dusdanige verschillen in darmmicrobiota 

samenstelling vinden die de interpretatie van de voerproef mogelijk veranderen, op basis van deze alfa- & 

beta- diversiteit, dan is een volgende onderzoeksfase nodig.

Voor de tweede fase willen we onderzoeken of en hoe de onderlinge beïnvloeding tussen hokken kan worden 

tegengegaan. We willen in experiment 2 bestuderen of de  van de grondhokken een positief effect 

kan hebben op het behouden van de variatie tussen groepen dieren, zodat er meer onafhankelijke 

waarnemingen in dezelfde ruimte kunnen ontstaan. Daarnaast willen we in dit experiment onderzoeken of 

door middel van verschillende , bijvoorbeeld 

extra als etc. de onderlinge beïnvloeding op de 

darmmicrobiota samenstelling kan worden tegen gegaan.

Voor experiment 2 willen we gebruik maken van de onderzoekstallen bij de UU, waarbij in één stal, 
maximaal 10 hokken met twee voerinterventies waarbij wel of geen , wel of geen tussen 
de hokken zal worden geplaatst. In totaal zullen voor experiment 2 maximaal 4 stallen worden gebruikt 
zodat er steeds een herhaling van elke stal (wel of geen  wel of geen ) is. Ook hier zal de 
alfa- &  beta-diversiteit worden gemeten om verschil in de samenstelling van de microbiota te kunnen 
weergeven.

Daarnaast zullen we in deze experimenten monsters voor het bepalen van de microbiota samenstelling op 
verschillende manieren verzamelen. Er worden cloacaswabs genomen op verschillende momenten (om 
veranderingen in de tijd te kunnen volgen) en caecale darminhoud (bij postmortaal onderzoek op maximaal 
4 momenten gedurende de productieperiode) om onderling te kunnen vergelijken. Wanneer blijkt dat de 
swabs voldoende representatief zijn zal in toekomstige proeven deze minder invasieve methode van 
monstername toegepast kunnen worden.

De volgende uitkomstparameters gelden voor alle 2 experimenten binnen deze dierproef 
Primaire uitkomstparameters:

- Samenstelling microbiota (binnen hok en tussen hok), op basis van caecale darminhoud. 
- Prestaties (groei, voederconversie), dit zal vooral voor de dieren die bij onze consortium partner 

gehuisvest zijn de uitkomstparameter zijn (met name dus van toepassing in experiment 1, maar 
tevens gemeten in experiment 2).

Secondaire uitkomst parameters:

- Cloaca swabs (vergelijkbaarheid met caecale microbiota samenstelling)  

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.

Vleeskuikens in een commerciële setting worden vanaf dag van uitkomst (dag 0) tot 35-42 dagen leeftijd 
gehouden (duur productieronde gemiddeld 6 weken), vandaar dat wij dit ook willen. De dieren zullen 



verschillend voer krijgen of een aan voer toegevoegd antibioticum waarvan bekend is dat dit grote effecten 
kan hebben op de darmmicrobiota samenstelling. Voor de exacte keuze van het voer zullen we gebruik 
maken van de expertise van onze consortium partners (een voerproducent) en Wageningen Universiteit.    

Op dag 0 komen de kuikens voor plaatsing bij onze partner (alleen voor experiment 1) en bij UU uit 
dezelfde broedmachine (bij onze partner of in onze faciliteit) of van dezelfde commerciële broederij en zullen 
de dieren random verdeeld worden tussen grondhokken Het betrekken van de vleeskuikens 
van dezelfde plek voor de verschillende onderzoek locaties is belangrijk omdat ook de herkomst van 
vleeskuikens veel invloed kan hebben op darmmicrobiota samenstelling.

Op verschillende tijdstippen worden de kippen gewogen en zullen er cloacaswabs worden genomen

(maximaal 10x in 6 weken). Swabben is geen invasieve handeling, maar het beetpakken en swabben zal wel 

voor licht ongerief als gevolg van kortdurende onrust zorgen. Gedurende de proef worden op enkele 

momenten bloedmonsters genomen, o.a. voor onderzoek naar cytokines 

Dit betekent dat er bijvoorbeeld een interferon a/b assay gedaan kan worden, waarbij de 

hoeveelheid interferons (a/b) kan worden gemeten. Deze cytokines worden geproduceerd na contact met 

pathogenen en kunnen onder andere naturalkillercellen cellen activeren. Deze bepaling zal niet door de 

onderzoekers van de aanvraag zelf worden uitgevoerd. Het uitvoeren van de metingen zal wel eerste inzicht 

geven in of de samenstelling van de microbiota effect heeft op deze immunologische uitleesparameter. 

Daarnaast willen wij deze handelingen uitvoeren zodat de dieren 

  Daarnaast worden kuikens op dag 0, halverwege en aan het einde van de productieronde 

doodgemaakt door cervicale dislocatie (bij dieren onder 250 gram) of elektrocutie gevolgd door verbloeding. 

Hierbij zullen de organen, bloed, darminhoud en darmweefsel worden gebruikt om de gezondheid van de 

dieren te bestuderen en om de samenstelling van de darmmicrobiota te bepalen.

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

een minimum te beperken.

In de literatuur zijn weinig microbiota studie die herhalingen bevatten, dit heeft te maken met de van 
oorsprong vrij hoge kosten voor het sequencen van het materiaal. Maar gezien de kosten de afgelopen jaren 
erg gedaald zijn willen wij wel herhalingen uitvoeren tussen experimenten om de herhaalbaarheid van ons 
experiment te onderzoeken. 

Onze consortiumpartner zal reguliere voerproeven uitvoeren waarbij om een statisch significant effect te 
kunnen vinden op basis van performance (groei, voederconversie) 15-20 dieren per hok van 2m2 worden 
gehuisvest. Daarom zullen wij de bezettingsgraad van onze consortiumpartner volgen zodat onze resultaten 
voor de microbiota samenstelling vergelijkbaar zijn. Het is namelijk bekend dat dichtheid de samenstelling 
kan beïnvloeden (Guardia et al, 2011 Poultry Science 90 :1878–1889). Daarom zullen er maximaal 10 
dieren  en grondhok (1m2) binnen de UU worden gehuisvest om dezelfde bezettingsgraad te 
hanteren. 

Op basis van een PERMANOVA berekeningen (Kelly et al., 2015 Bioinformatics btv183) hebben we een 
schatting gemaakt waaruit kwam dat we ongeveer 40 dieren per voergroep nodig hebben om een verschil te 
kunnen vinden tussen de variatie van microbiota. De mate van variante zullen we o.a. beoordelen door 
gebruik te maken van een principal component analysis (PCA). 
We zullen maximaal van  gebruik maken zodat we  per voer interventie zullen 
hebben en omdat we dezelfde dichtheid als onze consortiumpartner gebruiken gaan we niet meer dan 10 
dieren  huisvesten. Dit geeft in totaal maximaal 50 dieren per voer groep. Voor onze 
statistische analyse zouden we kunnen volstaan met 40 dieren per voer groep (dus n=8  maar 
omdat de consortiumpartner een hogere dichtheid gebruikt en de vergelijking met hun onderzoekstallen erg 
belangrijk is, willen wij dezelfde dichtheid gebruiken en dus iets meer dieren opzetten. Om onze studie 
design zo veel mogelijk in balans (statistisch) te brengen, gebruiken we dezelfde opzet 

voor de grondhokken. 

Om in de volgende fase van het onderzoek hopelijk minder dieren nodig te hebben, willen we onderzoeken 
of door gebruik te maken van cloaca swabs, dieren longitudinaal kunnen worden gevolgd zonder te doden. 

B. De dieren

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

De keuze voor de tijdspunten waarop de kuikens tussentijds gedood zullen worden, zal worden bepaald naar
aanleiding van de resultaten uit de veldstudie (aanvraagnummer ADV10800201644). Maar dit zal gezien het 
beperkte aantal kuikens waarmee we onze proeven opzetten niet meer dan 2x tussentijds gebeuren. 



De broedeieren of de kuikens die we zullen gebruiken zijn afkomstig van een commerciële boerderij.

Wanneer we eieren gaan uitbroeden zal een uitkomstpercentage van 80% zal worden aangehouden voor het 

bestellen van eieren. Mochten er nu toch meer dieren uitkomen, dan zullen deze volgens de richtlijn worden 

geëuthanaseerd. Omdat we zo dicht mogelijk bij de situatie in de praktijk willen blijven gebruiken we geen 

SPF dieren maar het meest gebruikte vleeskuikenmerk, Ross 308. Er is voor vleeskuikens gekozen omdat in 

dit project wordt gestreefd naar een verbetering van de huidige weerstand in vleeskuikens (doeldier). 

Op basis van wat in A is beschreven schatten we in dat maximaal 2 herhalingen van het experiment nodig 
zijn voor de eerste fase. Wanneer blijkt dat we in de eerste fase in een standaard voerproef setting 
onderlinge beïnvloeding van de microbiota samenstelling vinden willen we een vervolg experiment 
uitvoeren. Het doel van het vervolg experiment is om te onderzoeken of we de onderlinge beïnvloeding van 
de microbiota samenstelling kunnen tegengaan. In productieronde 2 willen we 2 aparte onderzoekstallen ipv 
1 stal gebruiken omdat deze herhaling zeer waarschijnlijk niet parallel uitgevoerd kan worden met onze 
consortiumpartner. Deze herhaling en de extra onderzoekstal zijn nodig omdat we uit eerder onderzoek 
weten dat de kwaliteit van de kuikens erg verschillend kan zijn, bijvoorbeeld veroorzaakt door de variatie in 
de leeftijd van de moederdieren. We willen voorkomen dat verschillende kuikens zorgen voor een ander 
uitkomt van de proef. 

Fase 1 

Onderzoeksvraag 1: Is er tussen hokken in een standaard voerproef setting onderlinge beïnvloeding van de 
darmmicrobiota samenstelling?

Overzicht geschatte aantal dieren: 
Productieronde 1: maximaal 40 kuikens dag 0 (start meting) + 10 kuikens , is 100 kuikens 
+ 10 kuikens per grondhok, 10 hokken, 1 stal, is 100 kuikens (maximaal 240 kuikens). Daarnaast zullen 
een vergelijkbaar aantal kuikens van onze consortiumpartner worden gebruikt voor het beantwoorden van 
de onderzoeksvraag, deze dieren vallen buiten deze aanvraag. 

Productieronde 2: maximaal 40 kuikens dag 0 (start meting) + 10 kuikens , is 100 kuikens 
+ 10 kuikens per grondhok, 10 hokken, 2 stallen, is 200 kuikens (maximaal 340 kuikens).

Als uit de eerste fase blijkt dat er variatie (indirecte transmissie) in microbiota samenstelling tussen de 
locaties blijkt te zijn zullen we in de 2de fase onderzoeken welke interventies dit zouden kunnen voorkomen. 
In de 2de fase (productieronde 3 & 4) zullen 4 onderzoekstallen worden gebruikt omdat we van elke 
interventie een herhaling van de stal willen, zodat we niet een stal effect meten. De interventies zullen 
bestaan uit een interventie zoals beschreven in A, bijvoorbeeld  van de grondhokken  en 
kijken of dit een positief effect kan hebben op het behouden van de variatie tussen groepen dieren, zodat er 
meer onafhankelijke waarnemingen in dezelfde ruimte kunnen ontstaan. Daarnaast willen we in dit 
experiment onderzoeken of door middel van verschillende , bijvoorbeeld  

, extra  etc. de onderlinge 
beïnvloeding op de darmmicrobiota samenstelling kan worden tegen gegaan.

Fase 2

Onderzoeksvragen 

Onderzoeksvraag 2: Als er sprake is van onderlinge beïnvloeding, kan dit worden tegengegaan door het 

Onderzoeksvraag 3: Als er sprake is van onderlinge beïnvloeding, kan dit door andere manieren van 

 worden tegengegaan?

Overzicht geschatte aantal dieren: 
Productieronde 3: maximaal 40 kuikens dag 0 (start meting) + 10 kuikens per grondhok, 10 hokken, 4 
stallen, is 400 kuikens (maximaal 440 kuikens). 
Productieronde 4: maximaal 40 kuikens dag 0 (start meting) + 10 kuikens per grondhok, 10 hokken, 4 
stallen, is 400 kuikens (maximaal 440 kuikens). 

Om rekening te houden met uitval (op reguliere bedrijven bedraagt deze gemiddeld 3,5-4% in 42 dg) en om 
selectie van kuikens op basis van diergewicht mogelijk te maken in het begin van het experiment, willen we 
10% extra dieren inzetten. Hiermee komen we uit op 1460 + 10% = 1606 dieren maximaal. Wanneer ten 
tijde van het uitvoeren van de dierproef getallen beschikbaar zijn van recentere studies op basis waarvan 



betere schattingen gedaan kunnen worden kunnen deze aantallen nog veranderen.

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 variatie in samenstelling van de darmmicrobiota binnen en tussen hokken is het gevolg van een 

dynamisch proces waarbij uitscheiding van bacteriën in de omgeving, overleving van de bacteriën in de 

omgeving en verspreiding  een rol spelen. Deze processen zijn vooralsnog niet 

anders te bestuderen dan in groepen levende dieren. 

Vermindering:  

- Tijdens de eerste productie ronde en eerste fase van de proef mogen we gebruik maken van de dieren die 

gehuisvest zijn bij onze consortiumpartner (eigen CCD vergunning). Deze dieren worden tevens gebruikt 

voor een andere onderzoeksvraag van onze partner. We starten de proef gelijktijdig en besparen op deze 

manier dieren en vergroten de power van onze resultaten. 

- De keuzes van de voertypes/antibioticum behandeling worden gebaseerd op eerder onderzoek van onze 

consortiumpartner: hierdoor weten we op voorhand dat de groepen zullen verschillen in microbiota 

samenstelling. Hierdoor kan goed worden vastgesteld of deze verschillende groepen elkaar beïnvloeden.

- De uitkomsten zullen in wiskundige modellen gebruikt worden die mede kunnen helpen voorspellen hoe 

deze processen tussen dieren in grote pluimveestallen plaatsvinden.

- Wanneer uit de eerste fase blijkt dat er geen verschillen zijn tussen hokken dan hoeven we niet de tweede 

fase van deze proeven uitvoeren. 

Verfijning:

- Het onderzoeken van cloacaswabs als mogelijke monsternamemethoden kan hopelijk in de toekomst 

zorgen voor het leveren van longitudinale data wat zal bijdragen aan het beter kunnen bestuderen van de 

ontwikkeling van de microbiota van het individuele dier. 

- Het vleeskuiken is het doeldier binnen dit project, waardoor de uitkomsten makkelijk vertaalbaar zijn naar 

de uiteindelijke toepassing in de praktijk.

- Er is veel ervaring in de onderzoeksgroep en bij de dierproeffaciliteit met vergelijkbare proeven: hierdoor 

is het diermanagement en de gezondheidsmonitoring van de vleeskuikens goed gewaarborgd en zal tijdig 

worden ingegrepen bij welzijnsaantastingen.

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.

De dieren worden in groepen gehouden in een rustige omgeving die aansluit bij hun behoeften wat betreft 

management van klimaat, licht, strooisel en voer en watervoorziening. De dieren worden het gehele

experiment op strooisel gehouden, . Daarnaast wordt het welzijn en de gezondheid van 

de dieren 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.

We willen de dieren houden in een bezettingsgraad die de praktijksituatie zoveel mogelijk benadert en 

dezelfde bezettingsgraad als onze consortiumpartner gebruiken. Onze consortiumpartner zal 15-20 dieren 

per 2m2 huisvesten, daarom zullen er maximaal 10 dieren worden gevolgd. Wanneer de 

bezettingsgraad wordt omgerekend naar aantal kg/m2 komen we met 10 kuikens van maximaal 42 dagen 

uit op circa 30kg per m2. Dit is ver onder de normen van de EU welzijnsrichtlijn 2007/43/EG, waarbij veelal 

een bezettingsgraad van 39 kg/m2 wordt gebruikt in commerciele stallen.

We verwachten geen negatieve effecten op het welzijn van de dieren als gevolg van deze afwijking van het 

geadviseerde oppervlak volgens de richtlijn 2010/63/EU. De bezettingsgraad is ver onder commerciele 

normen en daarnaast zijn bij proeven van collega’s  vaak veel grotere dieraantallen 

 gehouden, zonder dat dit tot grote welzijnsproblemen heeft geleid. Daarnaast geldt dat de 

dieren,  wel beschikking krijgen over een vloer met strooisel. 

Deaarnaast zijn klimaatomstandigheden  goed te reguleren bij deze kleine aantallen dieren 

en worden ze goed in de gaten gehouden zodat kan worden ingegrepen wanneer er negatieve effecten 

zouden zijn op gezondheid en welzijn. Verder is de huisvesting en verzorging conform de richtlijn 

2010/63/EU.

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 worden geen welzijnsaantastingen voorzien die gerelateerd zijn aan het experiment zelf. Eventuele 

pootproblemen of metabole stoornissen kunnen optreden als gevolg van genetische aanleg voor snelle 

groei.

Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn.

Eventuele pootproblemen of metabole stoornissen die in sommige gevallen optreden zijn het gevolg van de 

genetische aanleg voor snelle groei. 

Wanneer het strooisel nat wordt door te vochtige mest, of bijvoorbeeld door slechte ventilatie of lekkage 

van drinkwatervoorzieningen, kunnen tevens voetzoollaesies of andere huidirritaties ontstaan.

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

te minimaliseren.

We verwachten dat welzijnsproblemen die onder praktijkomstandigheden voorkomen  zeer 

beperkt zullen blijven. Klimaatomstandigheden zijn goed te reguleren en deze omstandigheden en 

koppelgezondheid worden zeer intensief gemonitord. Bij dreigende voetzoolproblemen door teveel contact 

met nat strooisel wordt dit verwijderd / bij gestrooid en zal extra aandacht gegeven worden aan het 

regelmatig beoordelen van de locomotie. Als de dieren te snel lijken te gaan groeien / teveel voer opnemen 

kan worden ingegrepen door aanpassingen in het lichtschema.

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, wat 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?

< 3.5-4%

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.

Swabben: licht ongerief (het swabben zelf veroorzaakt nauwelijks ongerief maar in combinatie met het 
vangen en hanteren maximaal licht ongerief)



Doodmaken: licht ongerief
Bloedprikken: licht ongerief
Bij de bloedafname wordt gezorgd voor een goede fixatie van het dier en neemt een ervaren persoon de 
monsters af waardoor de kans op ontstaan van een hematoom klein is. Toch kan bij het aanprikken van de 
vleugelvene in sommige gevallen een hematoom ontstaan. Ook kunnen enkele dieren nog even nabloeden 
na afloop van de bloedafname. Een hematoom kan ontstaan als de naald niet voldoende op 1 plek (in het 
vat) blijft tijdens de bloedafname, wanneer teveel vacuüm op de spuit wordt gehouden of wanneer de huid 
rondom het vat wordt verplaatst met de hand of door het bewegen van het bloedbuisje tegen de huid bij het 
vat.

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 is de caecale mestmonsters uit de darmen nodig. Het is niet mogelijk om dit uit de 
levende dieren te halen.

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 : 2017.II.803.001       

2. Titel van het project : Dynamiek van darmmicrobiota binnen en tussen hokken met 

                                        vleeskuikens en de invloed ervan op uitkomsten van voedingsproeven 

3. Titel van de NTS : Onderlinge beïnvloeding van de darmflora bij vleeskuikens binnen en                   

                                        tussen hokken en de invloed ervan op uitkomsten van voedingsproeven 

 

4. Type aanvraag: 

 nieuwe aanvraag projectvergunning  

 wijziging van vergunning met nummer :       
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- Gestelde vragen en antwoorden:  
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Projectvoorstel 

· 3.2 Doel: In de derde alinea zegt u dat u ook verschillende monsternamemethoden wilt 

vergelijken. Dit komt echter niet terug in de daaronder geformuleerde onderzoeksvragen. 

De DEC raadt u aan dat alsnog op te nemen als tweede subdoel. 

Een tweede subdoel is om verschillende monsternamemethoden uit te voeren opdat de 

uitkomsten ook inzicht kunnen geven over typen monsters die in toekomstige proeven 

genomen moeten worden. Onderzoeksvraag 4: Hoe vergelijkbaar zijn de microbiota van 

individuele dieren verkregen door het cloaca swabben met de microbiota verkregen door de 

darminhoud te bemonsteren? 

· 3.2 Doel: Een verwachte opbrengst die niet vermeld wordt is: dat door de microbiota in 

de verschillende groepen te bestuderen men in de toekomst veel beter de effecten van 

hygiënemaatregelen in de dierhouderij kan kwalificeren en kwantificeren. De DEC raadt u 

aan dit alsnog op te nemen. 

Hygiënemaatregelen zijn inderdaad erg interessant om verder te onderzoeken, maar om de 

effecten van hygiënemaatregelen in de dierhouderij te kunnen kwalificeren en kwantificeren 

zal meer onderzoek nodig zijn dan deze studie. Het is namelijk zo dat het meten van de 

microbiota geen inzicht geeft in de bacteriële load die aanwezig is. Wij gaan gebruik maken 

van 16s rRNA gen amplificatie (Illumina sequencing) en dit geeft ons alleen inzicht in welke, 

en welk percentage, bacteriën aanwezig zijn in een monster. Onze interventie om mogelijk 

indirecte transmissie van microben tegen te gaan zal eerder een indicatie geven voor de 

noodzaak van vervolgonderzoek. Een heel concreet antwoord over hoe in de toekomst veel 

beter de effecten van hygiënemaatregelen in de dierhouderij kunnen worden gekwalificeerd 

en gekwantificeerd verwachten wij niet te vinden. Wanneer echter blijkt dat er inderdaad 

indirecte transmissie tussen hokken optreedt is dit vooral belangrijk voor 

proefdierfaciliteiten om rekening mee te houden. Immers, ook in proeven die niet primair op 

de microbiota samenstelling gericht zijn kunnen diergroepen mogelijk verschillend ergens 

op reageren en kan dit een proef verstoren. Naar de dierhouderij is de vertaalslag wat 

lastiger. Het is wel interessant om te kunnen inschatten of bepaalde ziekteverwekkers op 

deze manier eenvoudig kunnen verspreiden, maar daar is gericht onderzoek naar die 

ziekteverwekker wellicht meer voor van toepassing. Bovendien zitten in de 

vleeskuikenhouderij alle dieren in grote stallen en is er geen sprake van kleine subgroepen. 

Echter, voor andere sectoren, zoals de varkenshouderij waarbij wel meerdere tomen in 

hokken in eenzelfde ruimte aanwezig zijn, kan inzicht in deze eventuele transmissie 

mogelijk wel een aanleiding zijn voor de sector om na te denken over voor- en nadelen van 

deze uitwisseling van bacteriën en eventuele interventies. 

Toegevoegd: Om vervolgproeven te kunnen doen (voor onze eigen dierproeven maar ook 

voor proefdierinstellingen in het algemeen) is het van belang om te achterhalen of direct en 

indirect contact tussen vleeskuikens effect heeft op de samenstelling van de 

darmmicrobiota, en in welke mate. 
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· 3.3 Belang: U zegt: “… voor iedere 1.67 kilo vlees is maar 1 kilo voer nodig”. De DEC vraagt 

zich af of deze ratio klopt of dat de getallen andersom moeten staan. Graag verhelderen. 

Het klopt dat de ratio verkeerd om staat, mijn excuus. Deze is aangepast naar: voor iedere 

kilo vlees is maar 1.67 kilo voer nodig. 

 

Bijlage 1 

· Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters: In de aanvraag staat: “Hieruit 

wordt de alfa- & beta- diversiteit bepaald …” Uit interesse vraagt de DEC zich af wat de 

alfa- & beta- diversiteit precies is. Graag toelichten. 

Toegevoegd: (Alfa diversiteit is een maat voor het soortenaantal van een de darm, dit gaat 

over welke bacteriën er leven (within sample). Beta diversiteit is een maat voor de 

verscheidenheid aan bacteriën in de darm tussen, in ons geval dieren, dit gaat over hoe 

verschillend is de samenstelling van darmbacteriën tussen dieren (between samples)). 

· Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters: De zin: “Gedurende de proef 

worden op enkele momenten bloedmonsters genomen, o.a. voor onderzoek naar 

immuuncellen  roept vragen op omdat u 

ineens spreekt over immuuncellen. De DEC verzoekt u de bloedafname nader uit te 

leggen en te rechtvaardigen. 

Aangepast: Gedurende de proef worden op enkele momenten bloedmonsters genomen, o.a. 

voor onderzoek naar cytokines  

Toegevoegd: Dit betekent dat er bijvoorbeeld een interferon a/b assay gedaan kan worden, 

waarbij de hoeveelheid interferons (a/b) kan worden gemeten. Deze cytokines worden 

geproduceerd na contact met pathogenen en kunnen onder andere naturalkillercellen 

cellen activeren. Deze bepaling zal niet door de onderzoekers van de aanvraag zelf worden 

uitgevoerd. Het uitvoeren van de metingen zal wel eerste inzicht geven in of de 

samenstelling van de microbiota effect heeft op deze immunologische uitleesparameter. 

Daarnaast willen wij deze handelingen uitvoeren zodat de dieren op  

 

 

Niet Technische Samenvatting 

· 3.2 Opbrengsten project en wetenschappelijke en/of maatschappelijke belang: Ook hier 

kan nog vermeld worden dat door de effecten van hygiënemaatregelen op de 

samenstelling van de darmflora te bestuderen dit in de toekomst beter gekwalificeerd en 

gekwantificeerd kan worden. 

Zie eerdere respons. Voor de NTS lijkt het ons niet direct van toepassing om hier een 

verwijzing over op te nemen omdat de vertaalslag naar de veehouderij niet zo eenvoudig 

zal zijn. Wel hebben we toegevoegd dat dit niet alleen belangrijke informatie is voor onze 

eigen dierproeven maar ook voor proefdierinstellingen in het algemeen. 

Toegevoegd: Voor de opzet van toekomstige voerproeven binnen ons onderzoeksproject en 

proefdierinstellingen in het algemeen is het belangrijk om hier meer inzicht in te krijgen. 

- 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. Het is bekend dat de samenstelling 

van het darmmicrobioom van vleeskuiken binnen en tussen koppels varieert, en dat deze 

beïnvloed wordt door verschillende diergerelateerde en omgevingsfactoren. De samenstelling 

van het darmmicrobioom op zijn beurt heeft grote invloed op allerlei fysiologische processen, 

waaronder de ontwikkeling van het aangeboren immuunsysteem. Binnen de pluimveehouderij is 

behoefte aan diepgaandere kennis op dit gebied, omdat een optimale ontwikkeling van (het 

aangeboren immuunsysteem van) vleeskuikens 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 (onderwerp van een 

projectaanvraag waarvoor de CCD recentelijk een vergunning heeft verleend), en hoe deze door 

de samenstelling van het darmmicrobioom beïnvloed wordt (onderwerp van een andere 

projectaanvraag), dan kan men mogelijk in de toekomst met behulp van voederinterventies een 

optimale ontwikkeling van vleeskuikens ondersteunen. Om betrouwbare uitspraken te kunnen 

doen over de effectiviteit van dergelijke voederinterventies is het van belang dat de opzet van 

de voerexperimenten gevalideerd wordt. Het is namelijk mogelijk dat indirecte transmissie van 

darmbacteriën tussen experimentele groepen/hokken een vertekend beeld geeft van de 

effecten van voederinterventies. De validatie en eventuele optimalisatie van de opzet van 

voerexperimenten met vleeskuikens is onderwerp 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 doelcategorieën sluiten aan bij de hoofddoelstellingen. 
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Belangen en waarden 

4. Het directe doel van het project is het in kaart brengen van de dynamiek van de darmmicrobiota 

van vleeskuikens, zodat de opzet van toekomstige voerexperimenten geoptimaliseerd kan 

worden. Dit onderzoeksproject maakt deel uit van een NWO-project, dat opgezet is om 

 te ontwikkelen, die de  van het  zodanig 

kunnen beïnvloeden, dat het  van vleeskuikens  tot 

 komt. Voordat de werkzaamheid van dergelijke voederinterventies onderzocht kan 

worden is het noodzakelijk om te weten of met de huidige opzet van voedingsexperimenten 

sprake is van transmissie van darmbacteriën binnen en tussen hokken, en op welke wijze 

eventuele transmissie voorkomen kan worden. Alleen dan is het mogelijk om de effecten van 

voederinterventies op de samenstelling van het darmmicrobioom zuiver in beeld te brengen. 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. De aanvrager geeft niet aan nadelige effecten op het milieu te verwachten. De DEC ziet geen 

aanleiding om aan te nemen dat zich toch nadelige effecten zullen voordoen. 

 

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 vergelijkbare experimenten in kippen. Alle andere benodigde expertise 

(m.b.t. de analyse van de samenstelling van het darmmicrobioom, de statistiek en de wiskundige 

modellen) wordt gewaarborgd door nauwe samenwerking met andere partijen. 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 
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experimentele aanpak kan leiden tot het behalen van de doelstelling binnen het kader van het 

project. In de eerste fase van het onderzoek wordt een regulier voerexperiment uitgevoerd met 

voederinterventies waarvan bekend is dat zij een verandering in de samenstelling van het 

darmmicrobioom van vleeskuikens kunnen bewerkstelligen. Dit experiment wordt met twee 

verschillende huisvestingsvormen uitgevoerd: experimentele groepen gehuisvest in 

verschillende hokken binnen dezelfde ruimte (standaardopzet) versus experimentele groepen 

gehuisvest in verschillende hokken en verschillende ruimten (experimentele opzet met 

  Alle andere belangrijke variabelen, zoals moederdieren, lichtschema’s 

en strooisel, zijn identiek voor alle hokken. Wanneer uit deze proef blijkt dat bij de 

standaardopzet transmissie van darmbacteriën plaatsvindt tussen dieren en hokken, dan wordt 

in de tweede fase van het onderzoeksproject onderzocht of het mogelijk is om de onderlinge 

beïnvloeding van de samenstelling van de darmmicrobiota tussen hokken tegen te gaan (met 

aanpassingen in de , de  en   

 

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 niet gehuisvest volgens de eisen die zijn opgenomen in bijlage III van de EU 

richtlijn, maar wel verzorgd op een wijze die voldoet aan die eisen. Om de praktijksituatie zo 

goed mogelijk te benaderen worden dieren in gemengde groepen gehuisvest met een 

bezettingsgraad die hoger is dan volgens richtlijn 2010/63/EU is toegestaan, maar in geen geval 

boven de normen van de EU welzijnsrichtlijn 2007/53/EG (voor dieren gehouden voor de 

productie van vlees) uitkomt. Zowel de dieren als de omstandigheden in de stallen worden 

intensief gemonitord, zodat tijdig ingegrepen kan worden bij eventuele onverwachte negatieve 

effecten op gezondheid en welzijn. 

 

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

geclassificeerd. Alle dieren in bijlage 1 worden herhaaldelijke gewogen en bemonsterd met 

behulp van cloacaswabs. Ook worden op verschillende momenten bloedmonsters genomen. 

Voor alle dieren wordt het ongerief als gevolg van deze handeling ingeschat als licht.  
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12.  De integriteit van de dieren wordt in gedragsmatig en fysiek opzicht aangetast. Door het 

 wordt een deel van de dieren de mogelijkheid ontnomen om bepaalde 

aspecten van hun natuurlijk gedrag uit te oefenen (gedragsmatige aantasting). Daarnaast wordt 

de integriteit van de dieren fysiek aangetast vanwege de monsternamen en de euthanasie die in 

het kader van het experiment uitgevoerd worden.  

 

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 maximaal 4% van de dieren voortijd geëuthanaseerd moet worden in verband 

met reguliere – niet aan het experiment gerelateerde – gezondheidsproblemen (pootproblemen 

en metabole stoornissen die kunnen optreden als gevolg van genetische aanleg voor snelle 

groei). 

 

3V’s 

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

vervangingsalternatieven zijn. De kolonisatie en transmissie van bacteriën is afhankelijk van 

verschillende (deels nog onbekende) diergerelateerde en omgevingsfactoren. De variatie in de 

samenstelling van de darmmicrobiota tussen dieren en hokken – en de invloed van interventies 

hierop – kan vooralsnog niet anders dan met in vivo experimenten in kaart gebracht 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. De benodigde groepsgrootte is gebaseerd op 

powerberekeningen en op de bezettingsgraad die bij de consortiumpartner voor vergelijkbare 

experimenten gehanteerd wordt. Mogelijk kan het voorliggende onderzoeksproject bijdragen 

aan vermindering van toekomstig proefdiergebruik. Wanneer namelijk uit de vergelijking van de 

verschillende monsternamemethoden blijkt, dat cloacaswabs eenzelfde beeld geven van de 

samenstelling van de darmmicrobiota als de caecale monsters die na euthanasie beschikbaar 

komen, dan is het in toekomstige proeven niet langer noodzakelijk om dieren op verschillende 

tijdstippen te euthanaseren voor monstername, doordat men de samenstelling van het 

darmmicrobioom met behulp van cloacaswabs longitudinaal in een dier kan vervolgen.  

 

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. De 

onderzoeksgroep en de proefdierfaciliteit hebben veel ervaring met vergelijkbare proeven. De 

dieren worden gehuisvest in een rustige omgeving die aansluit bij hun behoeften met 

betrekking tot klimaat, licht, strooisel, voer en watervoorziening. 

 

17.  Er is geen sprake van wettelijk vereist onderzoek.  
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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 met behulp van caecale mestmonsters die pas na euthanasie 

verzameld kunnen worden. De dieren worden volgens een passende en in bijlage IV van de EU 

richtlijn genoemde methode gedood.  

 

20.  De vraag over hergebruik is niet van toepassing omdat de dieren gedood worden in het kader 

van het experiment. 

 

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 dynamiek van de darmmicrobiota 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 vleeskuikens aangetast, wat 

gepaard gaat met licht ongerief. Daar staat tegenover dat van dit project verwacht mag worden 

dat de resultaten bijdragen aan de optimalisatie van toekomstige voerexperimenten, en dat de 

resultaten belangrijke input vormen worden voor wiskundige modellen met betrekking tot de 

dynamiek van de darmmicrobiota van vleeskuikens.  Op de langere termijn kan het 

voorliggende project ook 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 
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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 de 

dynamiek van de darmmicrobiota 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. 

 

 

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. 

  

 



8.













Inventaris Wob-verzoek W17-09

wordt verstrekt weigeringsgronden

nr. document NTS 20171006 reeds openbaar niet geheel deels 10.1.c 10.2.e 10.2.g 11.1

1 Aanvraagformulier x x x

2 NTS  x

3 Projectvoorstel x

4 Bijlage animal procedure x

5 Ontvangstbevestiging en factuur x x x

6 DEC advies  x

7 Advies CCD x x

8 Beschikking en vergunning x x x



1.







1 Algemene gegevens

1.1 Vul uw deelnemernummer 
van de NVWA in.

10800

1.2 Vul de naam van de 
instelling of organisatie in.

Faculteit Diergeneeskunde, Universiteit Utrecht

1.3 Vul de titel van het project 
in. 

Praktisch onderwijs varken t.b.v. studenten Diergeneeskunde

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.

In het diergeneeskundig onderwijs worden veel dierpractica gegeven, waarvan een deel volgens de Wod

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.



wel als dierproef moet worden aangemerkt en een deel niet. Onderwijs in de Bachelor, waar de student 

de basistechnieken van lichamelijk onderzoek leert, valt niet onder de WoD. Wanneer hiervoor dieren 

gebruikt worden, die speciaal voor dit of voor ander onderwijs aangekocht zijn, hebben we ervoor 

gekozen dit in deze aanvraag mee te nemen.
Het praktisch onderwijs is nodig om een aantal redenen: 
(1) Vanuit de Europese en nationale regelgeving (art.1.1 Wet Dieren) wordt in Nederland aan 
afgestudeerde dierenartsen een algemene bevoegdheid toegekend. Hiervoor zijn eindtermen 
geformuleerd door de faculteit Diergeneeskunde, waarin duidelijk staat aangegeven waar de student aan 
het eind van de Bachelor en de Master Diergeneeskunde aan moet voldoen qua kennis en vaardigheden.
(2) Studenten diergeneeskunde moeten onder gecontroleerde omstandigheden in een gedegen training 
klinische diagnostiek en andere vaardigheden leren aan "echte" dieren. Onder klinische diagnostiek wordt 
verstaan het onderzoeken van het dier door ogen, oren, neus en handen evt met behulp van 
hulpmiddelen als een stethoscoop. Ingrijpende diagnostische handelingen worden hiermee niet bedoeld, 
tenzij expliciet vermeld. Dit als voorbereiding op de latere beroepsuitoefening, waar studenten met 
werkelijke patiënten en eigenaren gaan werken. Juist de gecontroleerde omstandigheden maken het 
onderscheid met het leren in de “echte” praktijk, dat in de laatste fase van de studie echter wel degelijk 
een belangrijk onderdeel en afsluiting van de opleiding vormt. 
(3) Het praktisch onderwijs is slechts zeer ten dele vervangbaar door andere methoden van onderwijs. 
Waar mogelijk wordt gebruik gemaakt van technische hulpmiddelen, die het werken met levende dieren 
vervangen. Dit gebeurt vooral in een eerdere fase van de studie als voorbereiding op het onderwijs met 
levende dieren. Hierdoor worden de proefdieren minder belast of zijn minder proefdieren nodig. Het gaat 
in het beschreven onderwijs om een minimale training en voorbereiding op het werken met werkelijke 
patiënten onder praktijkomstandigheden. Er vindt voortdurende oriëntatie plaats op nieuwe 
mogelijkheden tot vermindering, vervanging of verfijning. 

In de bijlage staan doel en uitvoering meer uitvoerig beschreven. 

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?

Doelstelling:

Het in de volle breedte toerusten van toekomstige dierenartsen voor een goede toepassing van 

preventieve en curatieve diergeneeskunde op het gebied van de varkensgezondheidszorg. Hiertoe is in 

ieder geval de doelstelling van het onderwijs dat de studenten competent worden in het lege artis

uitvoeren van (1) klinisch onderzoek, (2) onderzoek en behandeling van zieke dieren, en (3) uitvoeren 

van verdere interventies, in het kader van onderwijs bij minder bekende of onbekende ziektebeelden op 

individueel - en bedrijfsniveau. 

Haalbaarheid:

Voor het praktisch onderwijs met varkens zoals beschreven in deze aanvraag leggen wij de lat zeer hoog.

Deze ambitie sluit ook aan bij de hoge eisen aan kwaliteit voor het onderwijs, welke binnen de gehele 

faculteit diergeneeskunde worden gesteld. Het goede resultaat hiervan wordt zowel binnen als buiten de 

faculteit als zodanig erkend. De faculteit Diergeneeskunde in Utrecht staat internationaal zeer hoog 

aangeschreven. Dit blijkt onder meer uit een accreditatie door de American Veterinary Medical 

Association (AVMA), als een van de weinige Europese instituten.

3.3 Belang 

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

Europese richtlijnen en verordeningen (bv. 853/2004 en 854/2004), vertaald in nationale regelgeving, 

vragen een opleiding van goed toegeruste dierenartsen. Daarnaast is er het belang voor dier en 

samenleving, waar voor de dierenarts een belangrijke positie is weggelegd. Het gaat hierbij niet alleen 

om dierenartsen die precies op de hoogte zijn van wet- en regelgeving, maar die vooral met dieren 



kunnen werken, zowel curatief als preventief. Een adequate opleiding tot een dierenarts, die de 

startcompetenties geeft om aan deze taken invulling te geven, is daarom noodzakelijk. 

3.4 Onderzoeksstrategie

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

Om helder te krijgen hoe de plaats van de practica in het onderwijs is, wordt de opbouw van het 

onderwijs in het kort beschreven. De studenten beginnen met een hele serie basisvakken, die vooral 

theoretisch van aard zijn. Tegelijk starten zij met het zgn. lijnonderwijs, waarin het klinisch onderzoek 

wordt getraind. De studenten starten met het leren hanteren en onderzoeken van varkens. Deze practica 

bestaan uit handelingen die niet als dierproef te beschouwen zijn. Vervolgens wordt een practicum meer 

gericht op een aantal specifieke aspecten, waarbij het varken geïsoleerd onderzocht kan worden en soms

nadere diagnostiek wordt uitgevoerd. Deze varkens worden aangevoerd voor praktisch onderwijs in de 

Master, maar kunnen, indien ze op een daarvoor geschikt moment aanwezig zijn, ook voor enkele 

specifieke practica in de Bachelor gebruikt 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.

De volgende typen practica kunnen worden onderscheiden:

1. Klinisch onderzoek bij varkens onder praktijkomstandigheden, die niet onder een dierproef vallen en 

op een praktijkbedrijf plaatsvinden. Deze practica worden verder niet beschreven in de onderhavige 

aanvraag.

2. Klinisch onderzoek bij aangekochte varkens met verschijnselen, waarbij indien noodzakelijk invasieve 

handelingen verricht worden, die gericht zijn op het stellen van een diagnose. Deze varkens worden in 

het kader van de didactiek na enkele dagen geëuthanaseerd, waarna sectie plaatsvindt om de klinische 

bevindingen te relateren aan de postmortale bevindingen en zo de pathofysiologische mechanismen te 

onderkennen en te begrijpen. Dit onderwijs is erop gericht om de studenten te leren om in de toekomst 

op een correcte wijze te observeren en te kunnen interveniëren.

Deze dieren kunnen in de Bachelor ook gebruikt worden om klinische diagnostische handelingen te leren, 

teneinde een waarschijnlijkheidsdiagnose te leren stellen bij dieren met een aandoening. 

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.

De logische samenhang is dat al deze onderdelen onontbeerlijk zijn voor de latere beroepsuitoefening. 

De fasering is heel duidelijk aanwezig. Er wordt aangesloten bij de opgedane kennis en vaardigheid 

alvorens nieuwe onderwijselementen worden ingebracht. 

In de eerste studiefase vinden practica plaats waarbij de studenten varkens leren hanteren en klinisch 

onderzoeken. Deze practica vinden op een praktijkbedrijf plaats en zijn niet invasief. De systematiek van 

het klinisch onderzoek, tezamen met een goede kennis van anatomie en fysiologie is essentieel als 

voorbereiding voor de meer invasieve practica en voor de beroepsuitoefening.

Onder bedrijfsomstandigheden is het klinisch onderzoek niet altijd goed uitvoerbaar, denk hierbij o.a. 

aan de achtergrondgeluiden die het luisteren naar inwendige organen sterk bemoeilijkt. 

Wanneer er dieren aanwezig zijn t.b.v. practica in de Master, dan kunnen deze dieren ook worden 

gebruikt bij practica klinisch onderzoek in de Bachelor. De dieren worden dan alleen klinisch onderzocht

en door deze studenten worden geen invasieve handelingen verricht (Dierproef 1). Voor een blok 

respiratie/circulatie in de Bachelor is het mogelijk dat we dieren met respiratoire verschijnselen speciaal 

aan moeten kopen.

Daarnaast is er op een praktijkbedrijf geen ruimte om evt. invasieve diagnostische handelingen uit te 

voeren. Derhalve kopen we van een ander bedrijf dieren met een aandoening aan om klinisch onderzoek 

te doen gedurende enkele dagen, zodat de student de dieren ook longitudinaal kan volgen en inzicht kan

krijgen in het verloop van de aandoening en de veranderingen in de conditie van de varkens. Dit wordt 

dan aangevuld door nader klinisch onderzoek en postmortaal onderzoek. Een aanvullende reden om van 

een ander bedrijf aan te kopen is een uitbreiding van het scala van aandoeningen, omdat niet op ieder 



bedrijf alle aandoeningen op ieder moment te vinden zijn.

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

Volgnummer Type dierproef 

1 Klinisch onderzoek en evt invasieve diagnostische technieken bij zieke varkens

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.

Faculteit Diergeneeskunde, 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
Klinisch onderzoek en evt invasieve diagnostische 

technieken bij zieke varkens

2 Beschrijving dierproeven

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters

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

De opbouw en naamgeving van het onderwijs, aan de hand waarvan we de dierproeven binnen het 

varkensonderwijs in de bijlage beschrijven, geldt voor de situatie op het moment van indienen van de 

projectaanvraag. Aanpassingen in het curriculum voor de opleiding Diergeneeskunde worden regelmatig 

toegepast in het kader van onderwijsvernieuwing en -optimalisatie. We verwachten echter niet dat 

eventuele aanpassingen binnen de aangevraagde projectduur zullen zorgen voor grote veranderingen in de

algemene opbouw in de handelingen met dieren, die relevant zullen zijn voor deze aanvraag. 

Het oplossen van klinische vraagstellingen is dagelijkse praktijk binnen de diergeneeskunde. Dit vereist een 

systematische manier van denken dat (veterinair) probleemoplossend redeneren in bredere zin wordt 

genoemd. Het omvat het klinisch redeneren, maar heeft ook wettelijke en ethische aspecten, en aspecten 

van volksgezondheid. Samen met elementen van professioneel gedrag en technisch instrumentele 

vaardigheden maken zij een complex beslisproces mogelijk. Het lijnonderwijs is dusdanig opgezet dat 

studenten al vanaf het eerste jaar kennismaken met zowel (klinische) vaardigheden, (klinisch) redeneren, 

professioneel gedrag en academische vaardigheden. Hierbij neemt de moeilijkheidsgraad geleidelijk toe en 

vindt de training eerst alleen met gezonde dieren plaats en daarna pas met patiënten. De training met 

gezonde dieren vindt plaats op een bedrijf en valt niet onder de Wod.

Hieronder wordt nadere toelichting gegeven over de aanpak van het onderwijs dat valt onder type dierproef 

1: Klinisch onderzoek van zieke varkens. 

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.



Nadat studenten voldoende basiskennis en -vaardigheden hebben opgedaan in eerder onderwijs (omgaan 

en hanteren van dieren, klinisch onderzoek en klinisch redeneren) worden voor het blok respiratie/circulatie, 

lijn 5 en de Master zieke varkens aangekocht om het inzicht in klinisch redeneren te verbeteren. De 

studenten hebben dan voldoende basis om de zieke varkens correct te onderzoeken in een geconditioneerde 

omgeving. Veelal is lichamelijk onderzoek in combinatie met de komende pathologie voldoende om een 

diagnose te stellen, soms is hiervoor nader onderzoek noodzakelijk.

Bij de aankoop van varkens wordt gelet op: 1. diversiteit van verschijnselen, die samenhangen met 

aandoeningen van verschillende orgaansystemen; 2. Varkens, die in de acute fase van de aandoening 

zitten; 3. Dat de kans dat het ongerief boven matig ongerief uitkomt in de komende dagen zo klein mogelijk 

is; 4 Of het verantwoord is het varken te vervoeren en dat het varken komende dagen verantwoord te 

gebruiken is voor het onderwijs; 5. het zijn gespeende varkens, want zuigende biggen kunnen we niet 

huisvesten en verzorgen zonder ze te spenen.

Deze biggen worden na enkele dagen geëuthanaseerd en de studenten verrichten sectie op deze dieren, 

zodat deze uitgedaagd worden om klinische verschijnselen, die waargenomen zijn gedurende het leven te 

relateren aan de gegevens, die bij sectie verzameld worden.

De varkens worden ook gebruikt tijdens de bachelor in blok respiratie/circulatie om een koppeling te maken 

tussen klinische gegevens en postmortale gegevens, omdat in het zelfde practicum ook slachthuismateriaal 

gedemonstreerd wordt. Indien noodzakelijk worden de dieren hiervoor aangekocht.

De dieren, die aangekocht worden voor de Masterfase worden ook gebruikt voor klinisch redeneren in de 

Bachelorfase. Wanneer er geen dieren aanwezig zijn voor klinisch redeneren in de bachelorfase wordt 

uitgeweken naar de Tolakker.

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.

Tijdens de practica klinisch redeneren en respiratie/circulatie worden de dieren klinisch onderzocht. Bij het 

klinisch onderzoek wordt het dier geïnspecteerd, gepalpeerd, geausculteerd en evt gepercuteerd.

In de Masterfase worden de dieren dagelijks klinisch onderzocht en evt nader onderzoek uitgevoerd; bijv. 

anaesthesie van het dier voor het maken van een rontgenfoto, het maken van een ECG, het doen van 

Broncho-alveolairlavage, bloedprikken, keelswab, ruggenmergpunctie, huidswab/afkrabsel, faecesafname uit 

het rectum. Dit nader onderzoek wordt uitgevoerd indien dit noodzakelijk is voor het klinisch redeneerproces 

van de studenten.

De varkens die gebruikt worden in de Masterfase worden op maandag aangevoerd en op donderdagmorgen 

gedood, waarna er sectie op gedaan wordt. De practica van de bachelorfase zijn in de middag, wanneer er 

dieren aanwezig zijn. Wanneer er geen dieren aanwezig zijn voor de bachelorfase wordt uitgeweken naar 

het proefbedrijf.

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

een minimum te beperken.

In de bachelorfase stromen jaarlijks 225 studenten in. Deze worden afhankelijk van het type practicum en 

praktische planning verdeeld in onderwijsgroepen van wisselende grootte. Meestal bestaan de groepen uit 

12-15 studenten, hetgeen betekent dat de practica gemiddeld 15-18 maal per studiejaar worden gegeven.

Het totale aantal benodigde dieren is afhankelijk van de instroom van de studenten in de Masterfase. Op dit 

moment wordt er ongeveer 1 big per 2 studenten aangeschaft, waarbij in een oneven groep een student 1 

big heeft. Het voordeel van 2 studenten per big is dat ze eerst samen discussiëren over de bevindingen en 

zo tot diepere inzichten komen. Drie studenten per big geeft weer een afname van de binding met het dier

en de aandoening en studenten kunnen zich dan gemakkelijker verschuilen.

Aangezien de biggen gedurende de week steeds meer interactie krijgen met de studenten is een rusttijd 

tussen de klinische onderzoeken niet nodig.

B. De dieren

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

Onze schatting is dat per jaar maximaal 146 levende varkens (lees gespeende biggen) nodig zijn voor dit 

type onderwijs. Er beginnen 230 studenten de komende jaren aan de Master, 230/2=115, 20% marge (22 

dieren) vanwege soms incourante groepen plus 5 varkens voor respiratie/circulatie maakt 142 per jaar. 

Voor 5 jaar wordt dat 710 varkens. Deze varkens worden aangekocht van praktijkbedrijven.

onderwijs marge Aantal varkens

230 Masterstudenten 20% 115+22=137

Bachelor (respiratie/circulatie) 0 5



Bachelor( keuzevak KPI) Indien varkens aanwezig zijn. 4

Practica klinisch redeneren Indien varkens aanwezig zijn. 0 extra

142/jaar

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.

Hierbij wordt uitgegaan van de voorwaarden genoemd in de Wod, zijnde het maximale ongerief, algemene 

gezondheids- en welzijnstoestand, het ongerief van de volgende dierproef en een deskundig 

diergeneeskundig advies.

Alle dieren worden aan een dagelijkse monitoring onderworpen, waarbij het al dan niet bereikt zijn van het 

humaan eindpunt meegenomen wordt, daar het zieke dieren betreft. Indien het humaan eindpunt bereikt 

is, wordt het varken voortijdig geeuthanaseerd.

De dieren worden enkele keren per jaar hergebruikt voor practica in de Bachelor, indien deze in de tijd 

geroosterd zijn wanneer de varkens aanwezig zijn.

Wanneer het naar oordeel van de begeleidend dierenarts niet verstandig is om een varken dat is 

aangekocht voor onderwijs in de Masterfase, ook in de bachelorfase voor het onderwijs te gebruiken, 

ondanks dat het humaan eindpunt nog niet bereikt is, wordt het varken hiervoor niet ingezet.

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:

Er wordt zoveel mogelijk gebruik gemaakt van technische hulpmiddelen. Ter voorbereiding op het hanteren 

en klinisch onderzoek zijn o.a. video’s voor studenten online beschikbaar. 

En onze zoektocht naar en oriëntatie op verdere verfijnde methodieken (bijv Breeding Betsy, een kunstkoe, 

die studenten gebruiken om te oefenen in rectaal exploreren) blijft doorgaan. Echter, ondanks deze 

hulpmiddelen blijft het daarnaast noodzakelijk dat studenten met levende dieren kunnen oefenen in

hanteren en klinisch onderzoek ter voorbereiding op de beroepspraktijk.

Vermindering:

Er wordt regelmatig geïnventariseerd hoeveel dieren voor welk type onderwijs nodig zijn, zodat deze zo 

efficiënt mogelijk kunnen worden aangekocht of hergebruikt. Het hergebruik van de dieren en een minimaal 

en maximaal aantal studenten per dier beoogt een optimale inzet van proefdieren.

Voor Master studenten is een dier per twee studenten beschikbaar. Vroeger was er een dier per student, dit 

heeft voordelen m.b.t. verantwoordelijkheid. Om didactische redenen zijn we naar een dier per 2 studenten 

gegaan. De verantwoordelijkheid van de student voor het dier proberen we te behouden, anderzijds hopen 

we in de discussie met de studenten op meer diepgang, omdat ze de discussiepunten eerste met elkaar 

kunnen bespreken en samen meer literatuur kunnen lezen. Daarnaast neemt de belasting per dier niet toe, 

omdat het dier door 1 student klinisch onderzocht wordt.

Verfijning:

Huisvesting en verzorging worden specifiek afgestemd op de varkens die worden gehouden. De dieren 

worden dagelijks gemonitord door dierverzorgers en iedere dag uitgebreid klinisch onderzocht. Er is een 

diergezondheidsadministratie, waar alle gegevens van de monitoring worden geregistreerd. Alle 

diergeneeskundige handelingen vinden plaats onder begeleiding van een ervaren docent-dierenarts. Het 

doden van de dieren wordt ook door de studenten onder verantwoordelijkheid van een dierenarts 

uitgevoerd. Voor de meeste studenten geldt dat dit de eerste keer is dat ze een dier doden en dus is er veel 

begeleidingstijd hiervoor gereserveerd.



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 varkens worden in groepen gehouden in een rustige omgeving die aansluit bij hun behoeften wat 

betreft management van klimaat, licht, 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 wanneer het humaan eindpunt bereikt is.

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.

Indien de verantwoordelijk dierenarts vindt dat de dieren als gevolg van hun aandoening pijn ervaren, zal 



pijnstilling toegediend worden. Indien het humaan eindpunt bereikt is, wordt het dier na voorafgaande 

sedatie geeuthanaseerd.                              

I. Overige aantasting van het welzijn en maatregelen

Welke eventuele andere vormen van welzijnsaantasting worden voorzien?

Als direct gevolg van de practica zijn aantastingen van welzijn nauwelijks te verwachten.

Soms verzet het dier zich tegen een onderzoek. Dan zal het dier op een later moment onderzocht 

worden.

Wanneer nader onderzoek moet plaatsvinden, zal dit meestal onder anaesthesie plaatsvinden

Wanneer de dieren worden geëuthanaseerd, geldt dat de handelingen direct voorafgaand aan het 

euthanaseren mogelijk kortdurende onrust of stress geven.

Geef aan wat de mogelijke oorzaken hiervan zijn.

Onwennigheid aan menselijke aanraking kan verzet tot gevolg hebben. Door op een zachte en 

doortastende manier tewerk te gaan kan verzet verminderd worden

Soms is het nader onderzoek ingrijpend: rontgenfoto, het maken van een ECG, het doen van Broncho-

alveolairlavage.

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

te minimaliseren.

Als een dier zich verzet, wordt het dier langzaam aan de handeling blootgesteld, waardoor het dier dit 

toelaat. Indien verwacht wordt dat het dier zich zal verzetten, bijv bij een otoscopie, dat wordt het dier 

voorafgaand gesedeerd. Sedatie/anaesthesie wordt gebruikt bij veel nader onderzoek (rontgenfoto, het 

maken van een ECG, het doen van Broncho-alveolairlavage). Ruggenmergpunctie wordt uitgevoerd wanneer 

het dier geeuthanaseerd is.

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.

Gehanteerde criteria ten aanzien van dierwelzijn en humaan eindpunt

Een van de belangrijke doelen voor het Master co-schap is de follow-up van de patiënten. Medicatie 
kan het ziekteverloop beïnvloeden en vanuit dit oogpunt wordt daar terughoudend mee omgegaan. 
Wanneer er naar het oordeel van de begeleidende dierenarts pijnstilling nodig is, wordt dit echter 
altijd toegediend.
Humaan eindpunt: wanneer het lijden van een patiënt niet langer opweegt tegen het nut dat deze 
patiënt voor het onderwijs heeft, wordt het dier eerder geëuthanaseerd.
Indien het ongerief voor het dier meer dan matig dreigt te worden, wordt het dier geëuthanaseerd.

Criteria:
Doel van het formuleren van deze criteria is het nauwkeurig vastleggen van het “vroegste” eindpunt. 
De volgende criteria worden gehanteerd: 
1. Algemene uitgangspunten:

a. Het ‘Analogieprincipe’ 
b. Het voorkomen van spontaan dood gaan/ernstige pijn
c. Het minimaliseren van de duur van ongerief 

2. Specifieke criteria (mede op basis van het uitgevoerde klinisch onderzoek, observaties, verslaglegging & 
monitoring):
De varkens krijgen, indien er verschijnselen van pijn waargenomen worden, adequate pijnstilling 
toegediend. Een varken heeft een drive om te eten en drinken, derhalve is het belangrijkste criterium 
om varkens te euthanaseren:
- niet meer eten en/of drinken: Als een varken stopt met eten en drinken, dan is het varken lijdende.
- sterk vermageren (in de tijd; monitoring BCS/± 20% verlies in 2 dagen) 
- duidelijke pijngeluiden (tandenknarsen, kreunen) 
- sterk verhoogde pols en ademhaling t.g.v. hevige benauwdheid
- wanneer het niet mogelijk blijkt de verschijnselen van pijn d.m.v. pijnstilling weg te nemen 



3. Omdat het gaat om individuele patiënten die de betreffende ziektebeelden in verschillende gradaties 
kunnen ontwikkelen, zal voor elk dier opnieuw deze afweging gemaakt moeten worden. De 
verantwoordelijkheid hiervoor ligt altijd bij de begeleidende dierenarts.

4. Als het varken niet meer functioneel is in het onderwijs, zelfs als het dier gering lijdt, wordt deze 
geëuthanaseerd.

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

Er worden zieke dieren aangekocht. Criterium bij het uitzoeken is dat de dieren zonder aantasting van het 

welzijn 3 dagen kunnen leven. Echter door vervoer en door continuering van het ziekteproces kan het 

humane eindpunt bereikt worden. We verwachten op basis van ervaringen uit het verleden dat we minder 

dan 10% voortijdig moeten euthanaseren.

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.

Alleen dieren met verschijnselen van een aandoening, die licht ongerief tot gevolg heeft, worden 

aangekocht.

Hoewel voor dit type onderwijs dus geldt dat veel handelingen minder ongerief geven dan het toedienen van 

een injectie, maakt de herhaling van deze handelingen of de combinatie binnen hetzelfde practicum met 

handelingen die licht ongerief geven dat we ervan uitgaan dat 100% van het aantal aangevraagde dieren 

valt binnen de categorie licht ongerief.

Alleen voor bepaalde diagnostische handelingen zal het ongerief matig zijn, bijv die handelingen, die met 

anaesthesie gepaard gaan, zoals broncho-alveolair lavage, het maken van een Röntgenfoto, otoscopie. 

Indien twee van deze handelingen noodzakelijk zijn worden deze gecombineerd, zodat het dier slechts 

eenmalig geanaestheseerd behoeft te worden. Gebaseerd op de ervaringen uit het verleden zal ongeveer 10

% matig ongerief ondervinden t.g.v. nader onderzoek.

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.

De dieren worden na doding door de studenten pathologisch onderzocht als essentieel onderdeel van hun 
leerproces.

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



5.













 

 

A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer : 2016.II.803.027       

2. Titel van het project : Praktisch onderwijs varken t.b.v. studenten Diergeneeskunde 

3. Titel van de NTS : Praktisch onderwijs varken t.b.v. studenten Diergeneeskunde 

 

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 : 24-01-2017/25-02-2016 

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

 aanpassing aanvraag:       

 advies aan CCD: 09-03-2017 

 

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: 25-02-2017 

- Gestelde vragen en antwoorden:  
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Projectvoorstel 

· Algemene opmerking: Het projectvoorstel kan korter, bondiger en zakelijker 

opgeschreven worden. Daarnaast is het projectvoorstel onvoldoende navolgbaar; 

bepaalde belangrijke informatie over handelingen en bijbehorend ongerief dienen 

uitgebreider te worden vermeld.  

Een en ander is verhelderd in de onderwijsaanvraag. 

· 3.1 Achtergrond: Het was helderder geweest als in het begin explicieter gemeld was dat 

dit onderwijs voor de bachelor- en de masterfase betreft en wat de samenhang is tussen 

beiden (bijvoorbeeld met behulp van een tabel/schema). 

Een en ander is verhelderd in de onderwijsaanvraag. 

· 3.2 Doel: De haalbaarheid dient korter, algemener en minder subjectief verwoord te 

worden. Tevens raadt de DEC u aan om te refereren naar internationale en nationale 

accreditatie. 

Het doel is een stuk korter geformuleerd. 

· 3.4 Onderzoeksstrategie: De DEC verzoekt u duidelijker te vermelden welke handelingen 

worden uitgevoerd door de bachelorstudenten en welke handelingen door de 

masterstudenten. Een schematische weergave zou verhelderend kunnen werken.  

Een en ander is verhelderd in de onderwijsaanvraag. 

· 3.4 Onderzoeksstrategie, 3.4.2: U noemt hier dat er dieren worden uitgezocht met een 

‘aandoening’. Dit klopt niet en is bovendien te vaag. De dieren worden uitgezocht op 

basis van ‘symptomen’. Wat de aandoening is blijkt later wanneer de dieren onderzocht 

worden. Graag wijzigen. 

Dit is gewijzigd. 

 

Bijlage 1 

· Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters: Bij resumerend staat: “Naast 

bovenstaande handelingen valt onder type dierproef 1 tevens het oefenen / trainen van 

medewerkers voor bijv bloedtappen”. Dit komt voor de DEC uit de lucht vallen. De DEC 

snapt dat deze handelingen goed meegenomen kunnen worden in deze 

onderwijsaanvraag, maar dit dient dan ook te worden opgenomen in het projectvoorstel 

(achtergrond, doel, strategie). 

Het verzoek om medewerkers te trainen heb ik laten vallen. 

· Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters: Daarnaast schrijft u dat enkele 

varkens met respiratoire klachten worden aangekocht voor de Bachelor. De DEC had tot 

nu toe het idee dat de dieren voor de masterstudenten werden aangekocht, en dat de 

dieren eventueel ook voor de bachelorstudenten gebruikt konden worden, maar hieruit 

blijkt dat dat niet zo is. Graag verhelderen en evt. ook al noemen in het projectvoorstel.  

Tot op heden zijn er geen dieren voor dit doel aangekocht, verzoek is om dit wel te mogen 

doen. 

· B. De dieren: Het is de DEC niet helder waar de aanvraag voor 4 extra varkens op berust. 

Graag verhelderen. 
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Dat was voor een keuzevak, maar hiertoe worden geen extra dieren aangekocht en mag 

dus vervallen. Vandaar de aanpassing in het totaal aantal aangevraagde dieren. 

· D. Vervanging: Graag ook kort uitleggen wie/wat breeding Betsy is. 

Dit is nu uitgelegd in de onderwijsaanvraag. 

· D. Vervanging: In de laatste zin heeft u het over ‘practica’. Gaat dit over practica in de 

bachelor- of masterfase? Graag verhelderen. 

Dit gaat over beiden. 

· K. Classificatie van ongerief: U schrijft dat u de intentie heeft om alleen zieke dieren met 

licht ongerief mee te nemen, maar zoals het nu verwoord is staat het er wat verwarrend. 

Graag herformuleren. 

Dit is gewijzigd. 

· K. Classificatie van ongerief: Het ongerief ten gevolge van de mogelijke onderliggende 

aandoening wordt niet genoemd, alleen het ongerief als gevolg van de handelingen. Dit 

dient nog te worden opgenomen. 

Dit is nu opgenomen in de onderwijsaanvraag. 

- 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. Dierenartsen dragen met hun werk bij 

aan de gezondheid en het welzijn van dieren, en aan het bewaken van volksgezondheid en 

voedselveiligheid. Om deze rol goed te kunnen vervullen moeten dierenartsen een aantal 

praktische vaardigheden beheersen. Het doel van de voorliggende projectaanvraag is om 

studenten diergeneeskunde kennis te laten maken en/of te trainen in het uitvoeren van 

vaardigheden die van belang zijn voor de preventieve en curatieve varkensgeneeskunde. Door 

deze vaardigheden tijdens de opleiding onder gecontroleerde omstandigheden te oefenen op 

onderwijsdieren worden studenten goed voorbereid op het toepassen van deze vaardigheden 
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onder praktijkomstandigheden – zowel in de laatste fase van de studie als tijdens de 

beroepsuitoefening.  

 

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

de proef in de weg zou kunnen staan. Op basis van de Europese transportverordening mag 

geen ziek of zwak vee worden vervoerd. Voor dit project is echter ontheffing voor het vervoer 

van ziek en zwak vee. 

 

3.  De in de aanvraag aangekruiste doelcategorie sluit aan bij de hoofddoelstelling. 

 

Belangen en waarden 

4. Het directe doel van het project is het geven van praktisch onderwijs aan studenten 

Diergeneeskunde op het gebied van klinisch onderzoek en diagnostiek bij zieke varkens. Het 

uiteindelijke doel van het project is het in de volle breedte toerusten van toekomstige 

dierenartsen voor een goede toepassing van preventieve en curatieve diergeneeskunde op het 

gebied van de varkensgezondheidszorg. Het onderwijs dat in de voorliggende projectaanvraag 

beschreven wordt draagt bij aan het bereiken van de onderwijsdoelstellingen die in het 

curriculum van de opleiding Diergeneeskunde beschreven worden. 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 studenten 

en docenten van de faculteit Diergeneeskunde, en de samenleving. 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 studenten en docenten worden bevorderd zijn: 

welzijn en rechtvaardigheid (het kunnen ontvangen resp. geven van kwalitatief goed onderwijs). 

De morele waarden die voor de samenleving worden bevorderd zijn: welzijn en rechtvaardigheid 

(goed opgeleide dierenartsen dragen bij aan het bewaken van volksgezondheid en 

voedselveiligheid, en gezondheid en welzijn van dieren). 

 

6. De aanvrager geeft niet aan nadelige effecten op het milieu te verwachten. De DEC ziet geen 

aanleiding om aan te nemen dat zich toch nadelige effecten zullen voordoen. 

 

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. Het behalen van de 

leerdoelen wordt getoetst, en de onderwijskwaliteit wordt regelmatig geëvalueerd en zowel 

binnen als buiten de faculteit erkend. 

 



 

 

5 

8.  Het project is goed opgezet, de voorgestelde opzet van het onderwijs sluit logisch en helder aan 

bij de aangegeven doelstellingen, en de gekozen strategie kan leiden tot het behalen van de 

doelstelling binnen het kader van het project. In de projectaanvraag is helder uiteengezet op 

welke manier het onderwijs met betrekking tot de varkensgezondheidszorg is opgebouwd, en 

welke plaats het beschreven masteronderwijs (en andere type dierproeven) daarbij innemen. 

Voor het masteronderwijs worden zieke varkens aangekocht van reguliere varkensbedrijven, 

getransporteerd naar de faculteit Diergeneeskunde, en aldaar in een onderwijssetting 

gedurende enkele dagen vervolgd. Studenten krijgen de gelegenheid om zich met behulp van 

klinisch onderzoek en diagnostische handelingen een beeld te vormen van het verloop van de 

ziektesymptomen en de onderliggende aandoening. Na enkele dagen worden de varkens 

geëuthanaseerd, waarna sectie plaatsvindt om de klinische bevindingen te relateren aan de 

postmortale bevindingen en zo de pathofysiologische mechanismen te onderkennen en te 

begrijpen. 

  

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 geldt dat zij maximaal matig ongerief zullen ondervinden. Dit 

ongerief is het gevolg van het transport naar de faculteit Diergeneeskunde, van de 

diagnostische handelingen die uitgevoerd worden, en van de onderliggende (door de studenten 

gedurende het onderwijs te diagnosticeren) aandoening. 

 

12.  De integriteit van de dieren wordt fysiek en mentaal aangetast. De dieren ondergaan 

verschillende diagnostische handelingen, waarvoor in sommige gevallen anesthesie vereist is, en 

worden aan het einde van het practicum gedood ten behoeve van pathologisch onderzoek.  
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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. Op de 

varkensbedrijven worden alleen dieren geselecteerd waarvan men verwacht dat zij zonder 

ernstige aantasting van het welzijn nog drie dagen in leven kunnen blijven ten behoeve van het 

onderwijs. Het is echter mogelijk dat het ziekteproces bij enkele dieren zodanig verloopt dat de 

dieren meer dan matig ongerief zouden kunnen ervaren. Wanneer de dierenarts (samen met de 

studenten) een dergelijke situatie bij een dier vaststelt, dan wordt het betreffende dier voortijdig 

geëuthanaseerd. Men houdt er rekening mee dat maximaal 10% van de dieren voortijd 

geëuthanaseerd moet worden. 

 

3V’s 

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

vervangingsalternatieven zijn. Om dierenartsen in de volle breedte toe te rusten voor de 

preventieve en curatieve varkensgezondheidszorg is het van groot belang dat zij tijdens de 

opleiding kennis maken en ervaring opdoen met handelingen bij levende zieke dieren. De 

handelingen die tijdens de practica aan bod komen zijn essentieel voor de latere 

beroepsuitoefening, en er zijn geen volwaardige alternatieven beschikbaar die het onderwijs 

met levende zieke dieren kunnen vervangen. Het masteronderwijs dat in het voorliggende 

project wordt beschreven heeft een uniek karakter: het biedt studenten niet alleen de 

mogelijkheid om een ziekteproces in een levend dier gedurende een aantal dagen te vervolgen, 

en maakt het ook mogelijk om pathologische bevindingen na euthanasie te koppelen aan 

symptomen die men in de dagen ervoor bij het levende zieke dier heeft kunnen waarnemen. 

Dankzij deze opzet brengt het masteronderwijs verschillende onderwijselementen van de studie 

Diergeneeskunde bij elkaar, en verschaft het de studenten belangrijke inzichten.  

 

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 aantal benodigde dieren is 

gebaseerd op het aantal studenten dat jaarlijks instroomt, het aantal studenten dat met het oog 

op de onderwijsdoelstelling per keer aan een practicum kan deelnemen en het aantal keren dat 

een practicum kan plaatsvinden. De dieren worden zo efficiënt mogelijk ingezet door ze niet 

alleen voor masteronderwijs, maar daar waar mogelijk ook voor bacheloronderwijs in te zetten. 

 

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. De 

onderwijsgroep heeft veel expertise op het gebied van de varkensgezondheidszorg. Alle 

handelingen worden uitgevoerd onder toezicht/begeleiding van een ervaren dierenarts. Door de 

aard van het onderwijs is dagelijkse uitgebreide monitoring van de dieren gewaarborgd, en zal 

onverwacht ongerief tijdig opgemerkt worden. Omdat medicatie invloed kan hebben op het 

verloop van een aandoening wordt daar terughoudend mee omgegaan. Maar zodra naar 

oordeel van de begeleidende dierenarts pijnstilling noodzakelijk is, dan zal dit altijd worden 
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toegediend. Het voordeel van de aanpak die in deze projectaanvraag beschreven wordt is, dat 

de dieren die afkomstig zijn van gangbare varkensbedrijven reeds een breed scala aan 

symptomen en onderliggende aandoeningen hebben, waardoor deze aandoeningen – en het 

daarmee gepaard gaande ongerief – niet geïnduceerd hoeven worden bij gezonde dieren. 

 

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, met dien verstande dat de 

dieren op basis van symptomen – en niet op basis van geslacht – geselecteerd worden. Mochten 

beide geslachten daardoor niet in gelijke mate worden ingezet, dan heeft dit geen 

consequenties voor in voorraad gedode dieren, aangezien het in deze aanvraag geen dieren 

betreft die voor dierproeven gefokt worden.  

 

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

alleen behaald kan worden wanneer studenten pathologisch onderzoek kunnen uitvoeren. De 

dieren worden volgens een passende en in bijlage IV van de EU richtlijn genoemde methode 

gedood. 

 

20.  Omdat de varkens in het projectvoorstel worden gedood in het kader van het beschreven 

onderwijs 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 centrale morele vraag luidt: rechtvaardigt het belang van het voorliggende project, dat tot 

doel heeft studenten Diergeneeskunde te onderwijzen op het gebied van klinisch onderzoek en 

diagnostiek bij zieke varkens, de onvermijdelijke aantasting van het welzijn en de integriteit van 

de proefdieren? 

 

2.  In het voorliggende project wordt het welzijn en de integriteit van varkens aangetast, wat 

gepaard gaat met licht tot matig ongerief. Daar staat tegenover dat van dit project verwacht 

mag worden dat het bijdraagt aan het in de volle breedte toerusten van toekomstige 

dierenartsen voor een goede toepassing van preventieve en curatieve diergeneeskunde op het 

gebied van de varkensgezondheidszorg. Niet alleen de studenten, docenten en betrokkenen 

binnen de varkenshouderij hebben daar baat bij, ook de samenleving. Het is voor de 

samenleving namelijk van belang dat dierenartsen niet alleen zorg kunnen dragen voor 

gezondheid en welzijn van dieren, maar ook in staat zijn om de volksgezondheid en 
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voedselveiligheid te bewaken. Het is aannemelijk dat de onderwijsdoelstellingen behaald zullen 

worden. Daarvoor is de inzet van proefdieren noodzakelijk, maar de betrokken 

docenten/dierenartsen doen al het mogelijke om het ongerief voor de dieren tot een minimum 

te beperken. 

 

3. Op grond van het bovenstaande is de DEC van oordeel dat het onderwijzen van studenten 

Diergeneeskunde op het gebied van klinisch onderzoek en diagnostiek bij zieke varkens 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. 

 

 

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.  Het volgende knelpunt is naar voren gekomen tijdens het beoordelen van de aanvraag en het 

opstellen van het advies: de DEC heeft uitgebreid gediscussieerd over de juiste definiëring van 

de humane eindpunten. Het blijkt dat het lastig is om – bij dieren in het algemeen en bij varkens 

in het bijzonder – criteria op te stellen op grond waarvan men onderscheid kan maken tussen 

matig en ernstig ongerief. In de loop van de discussie zijn de DEC-leden het erover eens 

geworden dat men de geformuleerde humane eindpunten niet moet interpreteren als de 

garantie dat een varken bepaalde verschijnselen en daarmee gepaard gaand (in dit geval 

ernstig) ongerief niet zal ondervinden, maar als een leidraad voor de inspanningen die men zal 

verrichten om te voorkomen dat de aandoening en het ongerief zich zodanig ontwikkelen dat 

een dier ernstig ongerief ondervindt. Of dit lukt hangt onder andere af van van de aard en de 

progressie van de aandoening, van de observatiefrequentie, en van het vermogen van de 

observator om de juiste inschatting te maken. De DEC is ervan overtuigd dat een zorgvuldige 

selectie van de dieren op de varkensbedrijven en de dagelijkse monitoring door ervaren en 

kundige dierenartsen (samen met kritische en geëngageerde studenten) eraan bijdragen dat het 

ongerief voor de dieren tot een minimum wordt beperkt. 



8.
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