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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

_verantwoordelijke

‘entrale Commissie Dierproeven

Aanvraag

Projectvergunning Dterproeven
,Adm/mstrat/eve gegevens

U bent van plan om één of meerdere dlerproeven ult

formuller vraagt u een vergunmng aan voor
ect dat u wilt ultvoeren, OF u geeft aan wat'u
Brgunde’ project Wit wijzigen.”
¢ formatie over de voarwaarden vindt u

- 0p dé website: www.centralecommlssledlerproeven nk
8 ‘of in de toelichting op de website.
. AOf bel met 0900- 2800028 (10 ct/mln)

1 Gegevéns aanvrager
Heéft i een ’
de el n emernumme rva P d - iX Ja > vul uw. dee(nemernurnmer -

NVWA? H:I Nee > U kunt geen asnvradg. doen e
Neem voor meer informatie S R o
over het erkrjgen van.een ' P

deelnemernummer contact )

op.met’ de NVWA, ‘

Vil dé’ gegevens In van. de Naam instellmg of
mstellingsvergunn]nghouder .
die'de projectvergunnlng
aanvraagt

vul de gegevens van het
postadres in.. :
Alle correspondentle van de
[ele} gaat.paar de .
portefeull/ehouder of diens:
gemachtigde en.de

onderzoeker

vl de gegevens In'van de
verantwoordelijke

onderzoeker.
é mailadres i
(Optioneel) Vul hier de (Tltel) Naam en
gegevens in van de voorletters ~
plaatsvervangende Functie
verantwoordelijke e s

onderzoeker. Afdellng e .
o Telefoonnummer L
.,E,;,’I‘E‘Ja_q{?,s.




(Optloneel) vul hier de

gegevens in van de persoon
die er verantwoordelijk voor
is dat de u\tvq ring van bet
‘project ln,oVereenétemmmg :
15 -met de projectvergunnlng, ‘

DDhr 0o Mw

1ser-voor deze
‘projectaanvraag een -
gemachtigde? - -

i:

5 B N e e B L ST L L 0 B N Uy A R T A s e e, K T

2 Over uw aanvraag

Wat yvoor.aanvraag doet u? ﬂ Nieuvqe aanvraag > Ga verder met viaag3 . .

1 Wijzlglng op (verleende) vergunning die negatieve gevo!gen kan hebben voor het ’
dierenWelzljn
Vul uw vergunde projectnummer
h] en qa verder met Vraag 2,2 A . N

‘ D Meldlng op (verteende) vergunnlng die- geen neganeve gevolgen kan hebben voor het
dierenwelzijn

vul uw vergunde projectabmmer |
:ln.en ga verder: met vraag. 2.3

;,ig:cie:f :}"er’,f’r'ggf‘(\,f;f:," [13a > Beantwoord dan In het projectplan-en de niet-technische samenvatting alleen.

een vergunning voor de vragen -waarop de wijziging betrekking heeft en onderteken het
veresnd is? TR &@EY,@.QQ'W"EF et e i i e

%D{Nee > Gaverdermetvraag3

Is dit een melding voor een ‘
project of dierproef waar al [l Nee > Ga verder met viaag3 .

een vefgunning voor J5: ngg > _Geef hler onder een toeuchtmg en ga verder met L vraag 6
verleend?

P et it T AP T 2 3 S o RO ¥ s R T S 5 S R o 5 LY ot e

3 Over uw project

Wat Is de geplande start- en

Statdatum lo1 - 12.:200
einddatum van:het project? . '

ORI Sty s e o e

Wat,is de titel van het i Deﬂne optlmal Injectlon strategy of an anUsense ohgonucleotlde (ASO) for Angelman N
project? Syndrome . e

Wat Is de titel van de niet- gaepalen van:da opti nale nject[e strategie voor een antisense ollgonucleotlde voor -
technische samenvattifg? Angeiman Syndroom -

a

Wat is de naam van de ‘Naam DEC o 7 K R
~Dlerexperlmentencommlssie o T
/(DEC) aan wie de Postadres
lnstellingsvergunnmghouder
doorgaans haar projecten ter
toetslng voorlegt?’

S T AT 5 A A S Y R e A R B L e o e
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4.2

5.1

6.1

'beve' gde a- maIIVerblndlng

=Cent e Commissle

~3van3

4 ,Betaalge;gjev,en‘s

om welk type aanvraag ' “@\Nleuwe aanvr,aag Projec jerguinning € 1389,- .
gaat. het? : ’

Op Welke wijze wllt u dit’ - VIa een eenmallge mcasso o

Sgd aan de.CCD, ‘X Na ontvangst van de factuur - . R R ) W Lo
Bij & eenmallge facasso

geeft toestemmlng aan

3lig
pgege
rekenlngnummer, ‘
5 Checklist. b‘ij lagen

‘Welke bijlagen stutirt u: Verpllcht . , s

~meers . , : N m S SIS e
P . oj ctvoorstel - :

I e A e AL S e A T YD W

oM e A ey e S b bk G L e L 2 e = i 8 S rieria e e i i o4

| 6 ‘Ohdértekemng
Print het formulier uit;

onderteken het en stuur
Iagen via de

naar de’ CCD of per-post’
naar, e

Dlerproeven ) d ‘ 0
Postbus 20401 die zljr e 111 van richtlijn 2010/63/EU, behal
2500 EK Den Haag: mende geval de In onderd bijlage bij het bij d

:Héndtekenihé k




1.1

1.2

1.3

1.4 -

1.5

11 NOV 2010

1
Heeft u een
deelnemernumrmer van de
NVWA?
Neem voor meer Informatie
over het verkrijgen van een
deelnemernummer contact
op met de NVWA.

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

Vul de gegevens van het
postadres in.

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

Vul de gegevens in van de
verantwoordelijke
onderzoeker.

(Optioneel) Vu! hier de
gegevens in van de
plaatsvervangende
verantwoordelijke
onderzoeker,

XJa

1] Nee > v kunt geen aanvraag doen |

Centrale Commissie Dierproeven

2

Aanvraag |
Projectvergunning Dierproeven
Administratieve gegevens

« U bent van plan om één of meerdere dierproeven uit
te voeren.

e Met dit formulier vraagt u een vergunning aan voor
het project dat u willt ultvoeren. Of u geeft aan wat u
in het vergunde project wilt wijzigen.

. Meer informatie ovér de voorwaarden vindt u
op de website www. centralecommissiedierproeven.nl.
of in de toelichting op de website.

o Of bel met 0900-2800028 (10 ct/min).

Gegevens aanvrager

> Vul uw deelnemernummer in

Naam instelling of
organisatie
‘Naam van de
portefeuillehouder of
diens gemachtigde

KvK -numimer

Straat en hulsnumrr}elj/
Postbus‘ ,

Postcode en plaats
IBAN

T enaamstelllng van het
rekenlngnummer

(Titel) Naam en
voorletters
Functie

Afdeling e
Telefoonnummer
E malladres

(T“tel) Naam en
voorletters

Functie
Afdellng L
Telefoonnummer
E-mailadres




1.6

1.7

2.1

2.2

2.3

3.1

3.2

3.3

3.4

(Optioneel) Vul hier de

gegevens in van de persoon
die er verantwoordelijk voor
is dat de uitvoering van het
project in avereenstemming

is ‘met de projectvergunning.

Is er voor deze
projectaanvraag een
gemachtigde?

2van3

(Titel) Naam en . [ ohr. [ Mw.

voorletters

Functie.

Afdeling
Telefoonnummer
E mailadres

- D.J?, > Stuur dan het Ingevulde formulier Meldmg Machtlglng mee met deze aanvraag
‘K Nee

2 Over uw aanvraag

Wat voor aanvraag doet u?

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

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

(Xl Nieuwe aanvraag > Ga verder met vraag 3

E] Wijziging op (verleende) vergunning dje negatneve gevolgen kan hebben voor . het
dierenwelzijn

- Vul Uiw vergunde projectnummer
! inen ga verder met vraag 2.2 o

D Melding op (verleende) vergunning die geen negat;eve gevo|gen kan hebben voor het
¢ dierenwelzijn

Vul uw vergunde projectnummer
_inengaverdermetvraag2.3

] Ja > Beantwoord dan in het projectplan eni de niet-technische samenvatting alleen
de vragen waarop de wijziging betrekking heeft en onderteken het
__aanvraagformulier

E] Nee >-Gaverder metvraag3

;L) Nee > Gaverder met vraag 3 )
3 la > Geef hier onder een toehchtmg en ga verder met vraag 6

3 Over uw project

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

Wat is de titel van het
project?

Wat is de tite! van de niet-
technische samenvatting?

Wat Is de naam van de
Dierexperimentencommissie
(DEC) aan wie de
instellingsvergunninghouder

doorgaans haar projecten ter

toetsing voorlegt?

Startdatum 01 -12 -2020

Einddatum 30 -11 -2022

:Define optlmal thectlon strategy of an antlsense ohgonucleotide (ASO) for Angelman
Syndrome

Bepalen van de optimale injectie strategle voor een antisense olngonucleotlde voor
Angeiman Syndroom

Naam DEC
Postadres
E' maclvaqres




4

4.1  Om welk type aanvraag
gaat het?

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

Bij een eenmalige incasso
geeft u toestemming aan
de CCO om eenmallg het
bij 4.1 gencemde bedrag af
te schrijven van het bij 1.2
opgegeven
rekeningnummer.

5

5.1 Welke bijlagen stuurt u
mee?

6

6.1 Print het formutier uit,
onderteken het en stuur
het inclusief bijlagen via de
bevelligde é-mailverbinding
naar de CCD of per post
naar:

Centrale Commissie
Dierproeven
Postbus 20401
2500 EK Den Haag

3van3

Betaalgegevens

‘& Nieuwe aanvraag Projectvergunning € 1389,~  Lege
av Wijziging€  lege '
[ via een eenmahge incasso
-X Na ontvangst van de factuur

TTNOY g9,

Checklist bijlagen

Vemlicht
& Pro;ectvoorstel

B Niet-technische samenvatting -

Overige bljlagen, lndlen van toepassmg

[ Melding Machtiging
O

Ondertekening

Ondertekening door de insteliingsvergunninghouder of gemachtigde (zie 1.7). De
ondergetekende verkiaart:
« dat het projectvoorstel is afgestemd met de Inistantie voor Dierenwelzijn.

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

« dat de dieren worden gehuisvest en verzorgd op een wijze die voldoet aan de eisen
die zljn opgenomen in bijlage I van richtlijn 2010/63/EV, behalve in het
voorkomende geval de in onderdeel F van de bijlage blj het bij de aanvraag gevoegde
projectvoorstel gemotiveerde uitzonderingen.

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

» dat het formulier volledig en naar waarheid is ingevuld.
Naam =
Functie
Plaats

04 -11- zozo

_Datum -
Handtekenmg




Van: info@zbo-ced.nl

Verzonden: donderdag 5 november 2020 13:44
Aan: Kasbeheer

Onderwerp: Betaalgegevens AVD

Eris een nieuwe aanvraag ontvangen. Hiervoor is een factuur verstuurd. Hieronder de gegevens t.b.v. het opboeken
van de factuur.. ‘

NAW-gegeves: B -

Factuurdatum: 05-11-2020
Factuurnummer: 2011789
Aanvraagnummer: AVD10.
Factuurbedrag: EUR 1.389,00

Met vriendelijke groet,

Centrale Commissie Dierproeven
www.centralecommissiedierproeven.nl

T: 0900 2800028
E: info@zbo-ccd.nl







74; Although élowiy, an: add;taonal amou;;t of vclume is: ;njected m the bram

§ Ind caie which measures will be adopte& to prevent occurrence or minsmise severity, ;

2. The sude effects of sedat: n cannot be antagomsed Hov é\lérr;tb prever 'naﬁsea and asptratron ‘the
animals waiifast before sedat:on Recovery of the ammais will be momtored and the veterinarian will
be consulted in case of prob ems.

3. The amma!s will be back within a couple of hours and will not stay in the external (hcensed) institute.
in add;tlon, animals will be trained to voluntary enter the transport box.

4. The volume is m;ected as slowly as possible and heartbeat and blood pressure are contmuously
monitored. When an alteration is seen durmg injection, the- mjectnon is ‘paused till the values
returned back to the starting position. :

| 3. Humane endpoints

May circumstances arise during the animal procedures which would require the implementation of
humane endpoints to prevent further distress? ,

] No > Continue with question K,

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

Based on the type of experiment a human endpoint is not expected. Though when neurological
symptoms are observed (not expected but e.g. due meningitis or CSF feakage), directly the veterinarian

Indicate the nkely incidence.

Based on experience, we anticipate a drop-out rate of <1%.

i
!
§ will be consulted and appropnate action will be taken.
|
5

K. Classification of severity of procedures

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

The amount of dxscomfart for each experiment is judged as moderate, the total amount of discomfort is also
estimated as moderate ta(ken a wash-out period of 4 weeks into account. The discomfort is mainly caused
by transport to another facility for the MR, the sedation needed for collection of blood, CSF sampling and

performing PET-CTs.
End of experiment

L. Method of killing

Will the animals be killed during or after the procedures?

H
{
|
| X No
2 7] Yes > Explain why it is necessary to kill the animals during or after the procedures,

Is the proposed method of killing listed in Annex 1V of Directive 2010/63/EU?

[T} Mo > Describe the method of killing that will be used and provide justifications for this
choice.

%

i ‘ []Yes




(PET~CT s,k b oedafn, me en afnamé van hersenizocht)

4 Drie V's

Het d 'e! IS het vinden van de optimale ‘injectnetechniek van een tes,




Verklaar de keuze voor de

‘diersoort(en) Verkiaar
waarom de. gekozen

drermodel(ien) de meest

“verﬁ)nde zijn, geiet op de
,doelstel!ingen van het

project..

Vermeld welke- algemene
maatregelen genomen
worden om de negataeve
(schademke) gevalgen
voor het-welzijn van de
proefdieren zo ‘beperkt
mogelijk te houden.

5

Publicatie datum

Beoordeling achteraf

Andere opmerkingen

T'Het aantai dxeren zal'zo laag mogeltjk gehouden worden dcor de cpzet van
‘ ttmaal mogei Jk te maken D;t laatste is mogel ijk door data dxe

/ kan e verdeh,g van de teststof veranderen onder mv, ed van de hartslag,
de ademfrequentie en hchaamsbewegmgen Hiervoor Is het dus van: belang
dat een diersoort. wordt gebruikt waarbij dit vergehjkbaar is ten opznchte van
de mens,

De Java apen worden sociaal gehuisvest met voldoende koowerqu ng.
Verbetenngen inde procedures en handeimgen om het welzijn vande diefen
zo hpog mogehjk te houden en de hoeveelhead ongenef te verminderen ziin
meegenomen. Narcose wordt - gebruikt wanneer dit noodzake[gk is en
ditzelfde geldt -voor pqnst;i!mg Daarnaast zullen de Java apen
geéuthanaseerd worden wanneer ze (6nverwacht) een humaan aindpunt
bereiken voor het eindé van de studie.

In te vullen door de CCD







: important y,
iy in the bram,‘

it is b!alfehcal%y expressed m other tissues Thts bra n spec;f:c 1mprint ng of UBEBA is presumably found in

humans as well. The ma}onty of human AS cases (70 -80%) Is caused by deletion of a partof the maternal
chromosome 15 (15q11*q13), these patients show the most severe phenotype. Other msiecuiar

: mechamsms incitide: mtragemc mutations, paternal uniparental d;somy {2 coples of the paternal gene,

none from the mother) or imprinting. defects within chromosome 15q11~13 that alter the. expresswn of the
maternal copy of the gene (Margol:s etal, 2015).

There isno spec ific therapyavai jlable to treat these patients, a!though some of the symptoms of the disease
can be treated, Often AS patients are treated with anti-epileptics to reduce the seizures, and some are on
amited sleep medication and/or on “Ritalin. A more targeted treatyment aiming to restore the lost expression
of the parental UBE3A gene and as a consequence of that hopefully restoring the cognitive capacity, could
potentially be a life-changer for these people and their care-takers.

Rodent models for AS

Motise models were generated by targeted inactivation of maternal UBE3A. Upon inheritance of the
maternal UBE3A deletion (with an intact paternal copy), mice display many features of the Angelman
syndrome, like Impaired motor function, seizures and reduced capacity for context-dependent and spatial
jearning (Margolis et al., 2015).

From these mice; a lot: of information has been generated regarding molecular and cellular events
underlying this syndrome, Loss of UBE3A in mice has impact on the expression levels in the brain of several
genes involved in synapse development and synaptic function (Greer et al., 2010). Moreover, histone
deacetylases (HDAC) 1 and 2 were overexpressed in AS-mice, already during embryonic development
(Jamal et al.,, 2017). HDACs regulate expression of many genes through‘chromatm remodeling, so the
impact of overexpression of these two genes on the development of the brain may be huge, and therefore
normalization of the expressnon levels may have a positive impact on the functionality of the brains of AS
patients.

Recently a novel model of AS is deveioped in rats by deleting the entire UBE3A gene (Berg et al., 2020).
In mouse models, only a single exon is often deleted, with the existence of three variants leading to
inconsistency in resuits and the likelihood that not all mouse studies truly showed the full spectrum of AS.
The deletion of the entire gene resulted in a comprehensive rodent model which shows the full spectrum
of both functional phenotypes (reduced vocalizations, delayed reflex developments and motor deficits) and
anatomical alterations (decreased brain-volume), This last point will be challenging to improve with a novel
therapy though the quality of life of patients will be improved when the functional behavioral, in relation
to AS,.could be improved, :

Possible treatments

A potential treatment to normalize HDACI/Z expression levels would be possible by using Simvastatin, an
HMG CoA (3- Hydroxy -3-methylglutaryl-CoA) reductase enzyme repressor, commonly used as cholesterol-
lowering drug. This blood-brain barrier passing drug, 15 known to inhibit éxpression of HDACl and 2, apart
from its cholesterol-reducing activity (Lin et al., 2008). Treatment of AS mice with Simvastatin reduced

~ the HDACl/Z levels, increased the brain derwed neumtmphzc factor (BDNF) express:on and sign ﬂcantly

proved the cogmtxve functtons of the mice (Kumar et ali; 2019). Thése are very promising results; but
franslation from mouse to ‘man is part culariy difficult for neurodeveiopmental disorders (Ottenhof et al,
2020) and this requires further research, :







we. have leamed from our prev:ous study in. NHPs that wlth an adminlstration of 1’ ml dOSe and 0. 25 ml
flushing volume the concentration in the’ braln was miich. lower: compared to flushing with 1:5ml.
' better understand the ‘impact of dose adminlstratfon and translation from NHPs to human with
e would hke to test several conditions in a macaque experiment. The datawill refine the
, } le (PK/PD) model that is used to choose the optlmal condltlons for the

upcommg human trial and to verlfy the translation from macaque to human The data will inform us what
|the best IT administration procedure is for future studies.

Literature:

-~ Margolis et al.; Angelman Syndrome. Neurotherapeutlcs (2015)

-  Greeretal; The Angelman Syndrome protein Ube3A regulates synapse development by
ubnqurtmating arc, (2010)

- Jamal et al.; Rescue of altered HDAC activity recovers behavioural abnormalities In a motise

, ‘model of Angelman syndrome Neuroblol. Dis. (2017)

- ‘Berg et al.; Translational outcomes in a full gene deletion of ubiquitin proteln ligase EBA rat
model of Angelman syndrome, Transl Psychiatry (2020)

- Unetal.; Statins increase p21 through Inhibitlon of histone deacetylase activity and release of
promoter~assogiated HDAC1/2. Cancer Res. (2008)

- Kurnar et al.; Simvastatin Restores HDAC1/2 Activity and Improves Behavioral Deficits In
Angelman Syndrome Model Mouse. Front Mol Neurosch. (2019)

- Ottenhof et al.; Consideratlons for Clinical Therapeutic Development of Statins for
Neurodevelopmental Disorders. eNeuro, (2020)

- Meng et al.; Truncation of Ube3a-ATS unsilences paternal Ube3a and ameliorates behavioral
defects in the Angelman syndrome mouse model. PLoS Genet. (2013)

- Meng et al., Towards a therapy for Angelman syndrome by targeting a long non-coding RNA.
Nature, (20 15)

[3.2 Purpose

Describe the project’s main objective and explain why this objective Is achlevable.

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

The goal is to determine which IT admmlstratlon method needs to be used in NHPs by IT mjectlng ASOs
into the brains of cynomolgus macaques, and using PET-CT, fused with a previous. obtained MRI, to
determine the uptake pattern and measurements in cerebrospinal fluid (CSF)- and blood to monitor the
compound dlsmbution in the brain at several timepoints post injection. The goal is to find the administration
techmque that results in the highest drug:concentration jn the brain and is feasible to.use in humans., The
macaque data will Iater be compared to the data from the healthy human volunteers to learn more about
the transtatability from macaque to humans. The second goal Is to be able to generate data that correlate
ASO concentrations in CSF to'the concentrations In human brain. -

These goals are achlevable, because we can measure differences in drug distribution to determlne the best
method, We wiil apply the ASO in different ways: 1) by injecting the same.: amount of ASO in different







iotracers and
ransi Med (2020)

loodfand CSF meaSurements will be performed to determlne the effect of the procedure on the
distrlbutlon of the ASO. .

3.4.2 Provide a basic outlihe of the dlfferent components of the project and the type(s) of animal
procedures that will be performed )

Macaques will be injected with an ofigonucleotide targeting the antisense UBE3A transcrlpt that inactivates
the paternal copy of the gene. Before injection of the compound, information is needed about the anatomy
of the brain and the volume of CSF for each individual animal. Therefore, the experiment will start by
performing an MRI of the brain of all macaques. MRIs will be performed on a different: -site/facllity . In this
way the soft tisste anatomy of the brain of each macague is known and can be used for fusion with the
PET-CT to combine functional imaging with anatomical tmaging. In addition, the MRI is important to be
able to determlne the volume of CSF, which differs between both humans (140-270 mi) and macaques (9-
15 mi). After recovery from the transport to the MRI In their home cage, macaques wi
lumbar puncture when placed in left fateral recumbence, In the treatment room of
injection method is comparable to humans in which the person is sitting or lying on hiss J 1e-ba
bended. In all cases placement of the needle will be verified by the presence of CSF at the needle hub.
They will be Injected with unlabeled- ASO and hot #Zr-labeled compound
Combining unlabeled ASO with labeled compound is the standard - procedure to- increase the speciﬁc
conicentration of the compound It is unknown whether labeling with Zr-89 wilt inflience the
pharmacokinetics of the compound but Jabeling with Zr-89 Is done with other drugs without any impact on
the biodistribution.

PET-CT will be performed at regular time polints after injection, and blood and CSF samples will be collected
to compare distribution of parent compound and radio- labeled compound, Compound concentrations in
blood and CSF will be determined at the same timepoints as when a PET-CT is performed.

For the two experiment the same macaques will be used, as in this way no second MRl is necessary and the
variation stays the same. The results of the PK/PD of the first study can be used to determine alterations in
this pattern for the second study and vice versa. In addition, otherwise more animals and procedures are
necessary. The discomfort of each experiment is considered moderate but the total experienced
discomfort of the experiments will not exceed this level. Betv\ieen the two experiments a wash-out period
of 4 weeks wil! be taken into account,

The first experiment will be performed using a single dose of compound comparing dlfferent flushing
volumes, or using a high volume without fiushing, to determine the optimal flushing volume, In the
second experiment we test the influence of CSF withdrawal on drug distribution. We compare distribution
with or ,without CS8F withdrawaleor using no wlthdrawal and-a high volume.

13.4.3 Describe the coherence between the- dlfferent cormponents and the different steps of the project. If
apphcable, describe the muestones and selection’ polnts. . o




ach type of. amrﬁal procedure

t Serial number

Type of ammal procedure

_:1,

) mode! for Angelman Syndr

Testmg of human/cynom ) gu

ac 'uegf!fBTESAﬁliﬁébébtidés ina cynomolgus macaque

o oo [N oy fon e b




Des‘cﬂptlon animal procedures

e This appendlx should be enclosed with the project proposal for

animal. procedures

'« Adifferent appendix’ ‘descrlption anlma| procedures’ should be

enclosed for each type of animal procedure
« For:more information, see: ‘our website' -
(www centralecommissiedierproeven nl)
« Or contact us by. phone (0900 2800028)

1 General infarmation

1.1 Prov;de the approval

number of the ‘Netherlands ¢
Food and Consumer
Product Safety Authority’.

1.2 Provide the name of the

licenced establishment,

1.3 List the serial number and  ‘Serial number Type of animal procedure
type of animal procedure. Testing of human/cynomolgus macaque UBE3A
Use the serial numbers 1 oligopgptides in a cynomolgus macaque model for
provided in Section 3.4.4 of 'Angelman Syndrome (AS)

the Project Proposal form.

2 Description of animal procedures

LA. Experimental approach and primary outcome parameters

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

In this project, we focus on the reactivation of the parental copy of UBE3A. The goal is to determine which
intrathecal (IT) administration needs to be used which results in the highest drug concentration in the brain
and is feasible to use in humans.

For this purpose, macaques will be injected with an oligonucleotide targeting the antisense UBE3A transcript
that inactivates the paternal copy of the gene. For reactivation of UBE3A, expression of the paternal allele is
necessary. To achieve this, we need to get rid of the antisense transcript that inactivates the paternal allele.

Before Injection of the compound, information is needed about the soft tissue anatomy of the brain and the
volume of cerebrospinal fluid (CSF) for each individual animal. This will be obtained via an MRI, performed
at a different facility/site. For this the animals will be transported awake in a dedicated transport vehicle,
The animals will be trained to voluntary enter the tranSpdrt box to reduce the amount of discomfort as much
as possible. The MRI will be obtained under general anesthesia and will not exceed the 2hr. After waking up,
the animal will be transported back toj .

MRI is an imaging technigue to visualize soft tissue with high detail, as the anatomy of every macaqué {and

human) slightly differs it essential to determine this for each animal specifically to be able to relate the




|Inthe first part of the study the optsmal ﬂush ing volume is determined; in the second part of the study

(that wﬂi be performed in the same. macaques), the :mpact of CSF withdrawal before drug administration
method is investigated.
Them testones for this project are:

.| 1) obtain optimal ﬂushing volume to mduce the best tissue distribution
12) obtain “information whether it Is necessary to withdraw macaque CSF

3} generate a protocol suitab!e for NHP and humah application;

3.4.4 List the different types of animal procecfures Use a different appendix ‘description animal
procedures’ for each type of amma! procedure )

[ Serial number l Type of animal procedure

1 Testing of humaﬁ/cynomo!gus macaque UBE3A oligopeptxdes in a cynomolgus macaque -
model for Angelman Syndrome. (AS).
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bath will be used to ieliver it at the right temp: ature ‘

Blood (routme procedure described in detarl in VOK003) and CSF are taken at multnple time pomts on the
day of mjectlon and subsequently at regular time intervals for PK/PD analysis In general blood volumes to
be taken will not exceed a maximum of 1% of the body weight per 4 weeks. (and 0.7% max per bleeding,
anticipated is a volume of 0, 5 ml). A CSF volume of 0, 2mi wi!l be-sampled which is in general physiological
safe (only a couple of percent from the total, assuminga: ‘mihimal CSF volume.of 9 mi (SthVan etal (2020)) ,
At those same trmepomts a PET-CT will be obtained to follow in a ‘minimal-invasive way the distribution of
the test compound over time. During the PET-CT, physiological parameters of the macaques will be closely '
monitored eg heartbeat respiratory frequency, saturation: (SpOz%) and rectal. body temperature




18 ‘rhe ammals :

lSpecify the species, origin, estimated numbers, and life stages. Provide jUStifications for these choices,

, Species Cynomolgus macagues : (Macaca fascrcularls) Both rhesus ‘mataques (Macacd mulatta) and
: Cynomolgus. ‘matagues are highly suitable to use-for. neurolegical research due to their comparability ‘with
humans.tn’ ﬂ’]IS?‘ xpenment we would prefer cynomolgus ‘macaques as the previous expenments were also
: performed In-this ‘species (unpuhlished data). No- gender.differences were observed in the pharmacokinetuc
study 50 both sexes could be used. ‘However, it is preferable to use one sex to diminish variabllity. '

Although the Angelman syndrome {AS) becomes clinical apparent at around 6-12 months of age n humans,
we do not see the hecessity to: replicate this life-stage for non-human primates tao, as the goal of thlS project
is'not directly disease refated but more model refmement refated..

Ongln all macaques -are purpose bred. They are either bred at-our institute or obtained from a certified
supplier.

‘{Amount: in this appendix two experiments will be performed with 3 groups of 3 animals each, resuiting in a
total group of 9 macaques. Based on previous experimernits with PK/PD studies this is sufficient to obtain
{reliable results. : :

lc. Re-use

| Will the animals be re- -used?

l [INe, contintie with question D.

l X Yes > Explaln why re-use is cansidered acceptable for this animal procedure

Macaques to be used in‘this proiect might have been used in previous studies, provided that this did not
| had any influence -on the normal anatomy and physnoiogy of the brain or on related processes like
| -atherosclerosis or diabetes. Given. the long lifespan -of this species, re-use will take place in the legal
| framework described inart, 1of the law on animal testing.

{In addition, the animals will be re-ysed within ‘this protocol for the. two separate experiments. This is
i acceptable as the expenenced discomfort of ‘both. experiments 1Is considered to be moderate taken into
o accoun’c a wash “out penod of 4 weeks ‘Nevertheless, the cumulative discomfort of both experiments
: together is judged as moderate,

[Are t the previous or proposed animal procedures: classnﬁed as severe ?
I X No: : '

, [] Yes> Provlde specific justiflcations for the re-use of these animais during the procedures

‘LD. Replacement, reduction, refinement '

: Describe h h : nerit; ‘reduction ‘and: reﬁnement were included ln the tesearch i
strategy, e.g. the: selec‘tion of the animals, the design of the procedures and the number of. animais, s

|Repl aggmen;;




{on the. envrronment. s

Anlmals will be: sociaily housed with a sociaily compatibie animal Additaonally, ammais are trained wuth

positive reinforcement traming

Dunng the study animals will be obsewed twice. daily by qualrfied and competent animal caretakers, clinical

symptoms will be scored usmg a well established clmicai scoring Iist Should changes occur.in behavuour

appetite or stool then a veterlnarian will be. informed and appropriate measures will be lmplemented On

- |the basis of the scoring system a clinical human endpomt is defmed (see section 1. When this endpomt is -

: (unexpectedly) reached, the:animal will: be’ immediately euthanlzed andafull necropsy ; il be performed ,

|to determine the cause of clinical disease. All procedures will be performed under sedation. On every time
pomt where a procedure is performed the animal Will be w,yghed and closeiy examined for clmica|

condltion fEN , K

“Repstition and duplication
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oposed procedures have not already been

Is the housing and 8 : fthe ammals used in experimentai procedures not in; accordance wzth Anhex: ur

‘lofthe Dlrectxve 2010/63/5[)?

%XNO

[dyes> Ifthis may adversely affect animai ‘welfare, describe How the ammals w:l! be housed and prov;de
specsfc justlf‘ cat ons: for these cho:ces ,

| G. Location where the aﬁim’ais procedures are performed

| will the ammal procedures be carried outin an establishment that is not licenced by the NVWA7

} X No > Contmue w:th quest on H.

[ [} Yes > Describe this estabhshment

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

1 .

Classification of discomfort/humane endpoints

¥H. Pain and pain relief

} Will the animals experience ‘pain duting or afterthe: pmcedures?

| CJ No > Continue with question 1.

X Yes > W anaesthesia, anatges a:or other pain relieving methods be used?

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

0 Yes > Indicate what refieving methods will be used and specify what measures wi H be: taken

{to ensure that optimal procedures are used.

{The procedures will be performed on fully sedated animals. Pain relieve will be applied xf there are any

‘circumstances that md:cate that pain can reasonabiy be expected to occur or animals show signs of illness
‘ind‘catave of pain, Anatgesscs known not to interfere thh the experiment Wi" be used.

lI. Other aspects compromising the welfare of the ammals

{Descnbe which other adverse effects on the ani imals’ welfare may be expected?

1. Discomfort due to the injection of the test. compound

2 Stress hecause of sedatnon and recovery

3. Stress due to transport for obtammg an MRito an extema! hcensed nstitute
4, fncreased mtercramat pressure :

iExplain why these’ effects ‘may emerge

pl anne ‘fn here with
yeri'heless, when the Corn pound is applied
'thas can cause local pam and/or lrntatfon LT

t ¢ 'mpound has’ been tested till a dose at teast 5 tlmes h;gher than is
nly 1 nt and,non—adverse chmca} observat /
via‘an IT'tmectaon,




End a’f ex;’:e‘ﬁm‘éht

L Method of killing

X No

i wm the anima!s be. kmed duri ng or after the procedures’

‘D'yés” > Ex"plaih why it is nec:‘essaryf't‘o Kl the amma;s‘duringior after the prb'cédures.

Is the. proposed method of kal(mg hsted in Annex IV.of. Darectwe 2010/63/EU?

E] No > Descrlbe the method of kulling that wil[ be used and prov;de 3ustlf“cat|ons for th ‘

choice.

e

s

1 E]Yes
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Centrale Commissie
Dierproeven

Postbus 93118

2509 AC Den Haag
centralecommissiedierproeven.nl
0900 28 000 28 (10 ct/min)
info@zbo-ccd.nl

Onze referentie

Aanvraagnummer
AVCHE : 11789

Bijlagen
2

Datum 5 november 2020
Betreft Ontvangstbevestiging aanvraag projectvergunning Dierproeven

- Wij hebben uw aanvraag voor een projectvergunning dierproeven ontvangen
op 5 november 2020. Het gaat om uw project "Define optimal injection
strategy of an antisense oligonucleotide (ASO) for Angelman Syndrome". Het
aanvraagnummer dat wij aan deze aanvraag hebben toegekend is

. 11789. Gebruik dit nummer wanneer u contact met de CCD

-opneemt.

Wacht met de uitvoering van uw project

Als wij nog informatie van u nodig hebben dan ontvangt u daarover bericht.
Uw aanvraag is in ieder geval niet compleet als de leges niet zijn
bijgeschreven op de rekening van de CCD. U ontvangt binnen veertig
werkdagen een beslissing op uw aanvraag. Als wij nog informatie van u nodig
hebben, wordt deze termijn opgeschort. In geval van een complexe aanvraag
kan deze termijn met maximaal vijftien werkdagen verlengd worden. U krijgt
bericht als de beslisperiode van uw aanvraag vanwege complexiteit wordt
verlengd. Als u goedkeuring krijgt op uw aanvraag, kunt u daarna beginnen
met het project.

Factuur

Bijgaand treft u de factuur aan voor de betaling van de leges. Wij verzoeken u
de leges zo spoedig mogelijk te voldoen, zodat we uw aanvraag in
behandeling kunnen nemen. Is uw betaling niet binnen dertig dagen
ontvangen, dan kan uw aanvraag buiten behandeling worden gesteld. Dit
betekent dat uw aanvraag niet beoordeeld wordt en u uw project niet mag
starten.
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Meer informatie

Heeft u vragen, kijk dan op www.centralecommissiedierproeven.nl, stuur een
e-mail naar info@zbo-ccd.nl of neem telefonisch contact met ons op: 0900 28
000 28 (10 ct/minuut).

Met vriendelijke groet,

Centrale Commissie Dierproeven

Deze brief is automatisch aangemaakt en daarom niet ondertekend.

Bijlagen:

- Gegevens aanvraagformulier

- Factuur

Datum:

5 november 2020
Aanvraagnummer:
AVEHD . 111789
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Gegevens aanvrager
Uw gegevens
Deelnemersnummer NVWA:

Naam instelling of organisatie:

Naam portefeuiliehouder of
diens gemachtigde:

Gegevens verantwoordelijke onderzoeker

1

Naam:

Functie:
Afdeling:
Telefoonnummer:
E-mailadres:

Gegevens plaatsvervangende verantwoordelijke onderzoeker
Naam: : "
Functie:
Afdeling:
Telefoonnummer:
E-mailadres:

Gegevens gemachtigde
Naam:

Adres:

Postbus:

Postcode en plaats:

Wilt u een nieuwe machtiging Ja

afgeven?
Wat mag de gemachtigde [ ] Een projectvergunning aanvragen
doen? [ ] Een wijziging op een verleende

projectvergunning aanvragen

[ 1 Een melding doorgeven op een verleende
projectvergunning

[ ] Een bezwaarschrift indienen en daarover communiceren
met de Centrale Commissie Dierproeven en alle andere
handelingen verrichten die nodig zijn voor een goede
afwikkeling van het bezwaarschrift

[x] Alle bovenstaande opties
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Over uw aanvraag
Wat voor aanvraag doet u?

Over uw project
Geplande startdatum:
Geplande einddatum:
Titel project:

Titel niet-technische
samenvatting:

Naam DEC:
Postadres DEC:
E-mailadres DEC:

Betaalgegevens
De leges bedragen:
De leges voldoet u:

Checklist bijlagen
Verplichte bijlagen:

Overige bijlagen:

Ondertekening
Naam:

Functie:

Piaats:

Datum:

[x] Nieuwe aanvraag

[ 1 wijziging op een (verleende) vergunning die negatieve
gevolgen kan hebben voor het dierenwelzijn

[ ] Melding op (verleende) vergunning die geen negatieve
gevolgen kan hebben voor het dierenwelzijn

1 december 2020
30 november 2020

Define optimal injection strategy of an antisense
oligonucleotide (ASQ) for Angelman Syndrome

Bepalen van de optimale injectie strategie voor een antisense
ngelman Syndroom

€ 1.389,-
_ na ontvangst van de factuur

[x1 Projectvoorstel

[x] Beschrijving Dierproeven

[x] Niet-technische samenvatting
[ ] Melding Machtiging

4 november 2020
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Centrale Commissie Dierproeven

Centrale Commissie
Dierproeven

Postbus 93118

2509 AC Den Haag
centralecommissiedierproeven.nl
0900 28 000 28 (10 ct/min)
info@zbo-ccd.nl

Onze referentie
Aanvraagnummer

VORI 11759

Bijlagen
2

Datum 5 november 2020
Betreft Factuur aanvraag projectvergunning Dierproeven

Factuur

Factuurdatum: 5 november 2020
Vervaldatum: 5 december 2020
Factuurnummer: 2011789

Omschrijving Bedrag
Betaling leges projectvergunning dierproeven A € 1.389,00
Betreft aanvraag AVDI( .

Wij verzoeken u het totaalbedrag voor de gestelde vervaldatum over te
maken op rekening NL29INGB 070.500.1512 onder vermelding van het
factuurnummer en aanvraagnummer, ten name van Centrale Commissie
Dierproeven, Postbus 93144, 2509 AC te 's Gravenhage.
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