
worden. Deze dieren hebben een milde aantasting van hun fenotype, die gemeten kan worden 
met specifieke functietesten en EMG. Deze aantasting van hun fenotype leidt echter niet tot 
afwijkend gedrag van de dieren gedurende de looptijd van de experimenten. 

13. De onderzoekers verwachten dat ze geen humane eindpunten hoeven toe te passen bij de dieren 
in dit experiment. De commissie kan zich voorstellen dat er zich incidenteel toch 
omstandigheden zullen voordoen, bijvoorbeeld wanneer een dier onvoldoende herstelt na een 
stereotactische operatie, waarin het beter zou zijn om een humaan eindpunt toe te passen. 

3V's 

14. De aanvrager heeft voldoende aannemelijk gemaakt dat er geen geschikte 
vervangingsalternatieven zijn. De onderzoekers hebben eerst uitgebreid onderzoek verricht in 
cellen en fruitvliegmodellen voor CMT-aaRS. Daarmee is meer inzicht verkregen in de 
moleculaire mechanismen die ten grondslag liggen aan deze erfelijke aandoening. Ook is 
duidelijk geworden dat eiwitsynthese verbeterd kan worden door overexpressie van relevante 
tRNAs. Een volgende noodzakelijke stap in de ontwikkeling van een behandeling voor mensen 
met deze aandoening zijn experimenten met muismodellen, aangezien zij de meest ziekte-
relevante preklinische modellen zijn. Alleen zo kan worden bevestigd dat het moleculaire 
werkingsmechanisme in zoogdieren vergelijkbaar is, hetgeen directe aanknopingspunten biedt 
voor de ontwikkeling van behandelstrategieën. 

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 worden gebruikt voor het design van 
vervolgexperimenten, wordt onnodig gebruik van proefdieren voorkomen. De uitkomsten van de 
berekeningen voor het benodigde aantal dieren per proef kloppen soms niet, waardoor het 
gevraagde aantal dieren hoger is dan de juiste uitkomst van de berekening (bijvoorbeeld 56 
dieren in plaats van 50 dieren voor experimenten 3 en 4). De commissie neemt aan dat deze 
vergissingen vanzelf aan het licht komen bij het overleg met de lvD voorafgaand aan de planning 
van de dierproeven. 

16. Het project is in overeenstemming met de vereiste van de verfijning van dierproeven. De dieren 
worden verdoofd en ontvangen pijnstilling voor alle handelingen waarvoor dit vereist is. 
Wanneer dieren moeite hebben om de voerruif te bereiken zal het voedsel in de kooi worden 
gelegd. 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. De resultaten van de experimenten zullen mogelijk 
worden gebruikt voor het dossier dat noodzakelijk is voor medicijnontwikkeling. 

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 

18. De aanvrager zal in het project alleen gebruik maken van mannelijke dieren. De aanvrager geeft 
hiervoor de volgende onderbouwing: er zullen alleen mannelijke dieren gebruikt worden, omdat 
zij meer spiermassa hebben waardoor testuitslagen verschillen van vrouwelijke dieren. 
Aangezien we progressieve spieratrofie bestuderen is het cruciaal om muizen van hetzelfde 
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geslacht te gebruiken. Uit eerdere experimenten weten we dat de variatie in testuitslagen groter 
is bij vrouwtjes dan bij mannetjes. Bovendien maakt de keuze voor mannetjes de vergelijking 
met historische data mogelijk. De DEC is van mening dat de aanvrager in voldoende mate 
wetenschappelijk heeft onderbouwd dat het om de doelstellingen met zo min mogelijk dieren te 
bereiken noodzakelijk is om de proeven met alleen mannelijke dieren uit te voeren. 

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

NTS 

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

D. Ethische afweging 

1. Rechtvaardigt het belang van meer inzicht in de moleculaire mechanismen die ten grondslag 
liggen aan CMT-aaRS en het ontwikkelen van evidence-based geneesmiddelen voor deze 
ongeneeslijke ziekte het ongerief dat de dieren wordt aangedaan, en is aan alle 
zorgvuldigheidseisen (3V's) voldaan? 

2. Er vindt een lichte (voor 71% van de dieren) of matige aantasting van het welzijn en een 
aantasting van de integriteit van de proefdieren plaats. 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 (beschreven in C9 tot C20). 
Voor patiënten is dit onderzoek op termijn van belang, omdat het kan bijdragen aan de 
ontwikkeling van therapeutische strategieën die hun gezondheid en kwaliteit van leven kunnen 
verbeteren. CMT-aaRS is een erfelijke aandoening die milde klachten kan geven, maar ook kan 
leiden tot progressieve spierzwakte in onderarmen en -benen en verlies van gevoel in handen en 
voeten. Deze aandoening komt vrij vaak voor (1 op 2500 mensen), maar op dit moment is er nog 
geen effectieve behandeling. De resultaten van dit project zullen bijdragen aan meer kennis over 
de moleculaire mechanismen die leiden tot de aandoening, en de ontwikkeling van 
therapeutische strategieën die de ernst van de aandoening verminderen en/of het progressieve 
beloop zullen remmen. Het is aannemelijk dat de doelstellingen op termijn behaald zullen 
worden. De commissie acht het nagestreefde inzicht in de moleculaire oorzaken van CMT-aaRS 
van substantieel en direct belang voor het ontwikkelen van een therapie. 

3. De DEC is overtuigd van het belang van de doelstellingen: meer inzicht verkrijgen in de 
moleculaire mechanismen die ten grondslag liggen aan CMT-aaRS. Het uiteindelijk doel daarvan 
is bij te dragen aan de ontwikkeling van therapeutische strategieën die de ernst van de 
aandoening verminderen en/of het progressieve beloop zullen remmen. 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 
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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 hij 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 
El 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 lvD. 
o Voor de uitvoering van dit project is tevens ministeriële ontheffing vereist 
o Overige door de DEC aan de uitvoering verbonden voorwaarden, te weten... 

❑ De DEC adviseert de vergunning niet te verlenen vanwege: 
o De vaststelling dat het project niet vergunningplichtig is om de volgende redenen:... 
o De volgende doorslaggevende ethische bezwaren:... 
o De volgende tekortkomingen in de aanvraag:... 

2. Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus. 

3. Er zijn geen knelpunten of dilemma's geconstateerd — zowel binnen als buiten de context van het 
project - die de verantwoordelijkheid en competentie van de DEC overstijgen. 
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> Retouradres Postbus 93118 2509 AC Den Haag 

Stichting Katholieke Universiteit Nijmegen 
T.a.v. 
Postbus 9101 
6500 HB NIJMEGEN 
11111111111111111111111111111111111111111 

Centrale Commissie Dierproeven 

Centrale Commissie 
Dierproeven 
Postbus 93118 
2509 AC Den Haag 
centralecommissiedierproeven.ni 
0900 28 000 28 (10 ct/min) 
info@zbo-ccd.n1 

Onze referentie 

Aanvraagnummer 
AVD1030020209867 

Bijlagen 
3 

Datum 7 september 2020 
Betreft Beslissing aanvraag projectvergunning Dierproeven 

Geachte 

Op 7 mei 2020 hebben wij uw aanvraag voor een projectvergunning 
dierproeven ontvangen. Het gaat om uw project "Rescue of CMT-aaRS mouse 
models by overexpression of cognate tRNA" met aanvraagnummer 
AVD1030020209867. Wij hebben uw aanvraag beoordeeld. 

Beslissing 
Wij keuren uw aanvraag goed. Uit artikel 10a, eerste lid van de Wet op de 
dierproeven (hierna: de wet) volgt daarom dat het is toegestaan om uw 
project uit te voeren binnen de gestelde vergunningsperiode. De vergunning 
wordt afgegeven van 7 september 2020 tot en met 1 juni 2025. 

De onderbouwing van deze beslissing vindt u onder 'Overwegingen'. 

Procedure 

Advies dierexperimentencommissie 
Wij hebben advies gevraagd bij de dierexperimentencommissie DEC Rad boud 
Universiteit (hierna: DEC). Dit advies is ontvangen op 30 juni 2020. Bij de 
beoordeling van uw aanvraag is dit advies betrokken overeenkomstig artikel 
10a, derde lid van de wet. 

Pagina 1 van 3 



Nadere vragen aanvrager 
Op 3 juli 2020 hebben wij u om aanvullingen gevraagd. U heeft tijdig 
antwoord gegeven. Het verzoek om aanvullingen had betrekking op de 
anesthesiemethode, maatregelen omtrent het voorkomen van 
fokoverschotten, de humane eindpunten, de indeling van de bijlagen en de 
NTS. Uw reactie is betrokken bij de behandeling van uw aanvraag. 

Overwegingen 
Wij kunnen ons vinden in de inhoud van het advies van de DEC, inclusief de 
daaraan ten grondslag liggende motivering. 

Bezwaar 
Als u het niet eens bent met deze beslissing, kunt u binnen zes weken na 
verzending van deze brief schriftelijk een bezwaarschrift indienen. 
Een bezwaarschrift kunt u sturen naar Centrale Commissie Dierproeven, 
afdeling Juridische Zaken, postbus 93118, 2509 AC Den Haag. 

Bij het indienen van een bezwaarschrift vragen we u in ieder geval de datum 
van de beslissing waartegen u bezwaar maakt en het aanvraagnummer te 
vermelden. U vindt deze nummers in de rechter kantlijn in deze brief. 

Bezwaar schorst niet de werking van het besluit waar u het niet mee eens 
bent. Dat betekent dat dat besluit wel in werking treedt en geldig is. Nadat u 
een bezwaarschrift heeft ingediend kunt u een voorlopige voorziening vragen 
bij de voorzieningenrechter van de rechtbank in de vestigingsplaats van de 
vergunninghouder. U moet dan wel kunnen aantonen dat er sprake is van een 
spoedeisende situatie. 

Voor de behandeling van een voorlopige voorziening is griffierecht 
verschuldigd. Op 
http://www.rechtspraak.nl/Organisatie/Rechtbanken/Pages/default.aspx  kunt 
u zien onder welke rechtbank de vestigingsplaats van de vergunninghouder 
valt. 

Datum: 
7 september 2020 
Aanvraagnummer: 
AVD1030020209867 
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Datum: 
7 september 2020 
Aanvraagnummer: 
AVD1030020209867 

Meer informatie 
Heeft u vragen, kijk dan op www.centralecommissiedierproeven.nl, stuur een 
e-mail naar info@zbo-ccd.n1 of neem telefonisch contact met ons op: 0900 28 
000 28 (10 ct/minuut). 

Centrale Commissie Dierproeven 
namens deze: 

drs. F. Braunstahl 
Algemeen Secretaris 

Bijlagen: 
- Projectvergunning 
- DEC-advies 
- Weergave wet- en regelgeving 
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Centrale Commissie Dierproeven 

Projectvergunning 
gelet op artikel 10a van de Wet op de Dierproeven 

Verleent de Centrale Commissie Dierproeven aan 
Naam: 	 Stichting Katholieke Universiteit Nijmegen 

Adres: 	 Postbus 9101 

Postcode en plaats: 	6500 HB NIJMEGEN 
Deelnemersnummer: 	10300 

deze projectvergunning voor het tijdvak 7 september 2020 tot en met 1 juni 2025, voor het project 
"Rescue of CMT-aaRS mouse models by overexpression of cognate tRNA" met aanvraagnummer 
AVD1030020209867, na advies van dierexperimentencommissie DEC Radboud Universiteit . 
De functie van de verantwoordelijk onderzoeker is Hoofd afdeling Molecular Neurobiology; projectleader. 

Het besluit is gebaseerd op de volgende (aangepaste) stukken: 

1 een aanvraagformulier projectvergunning dierproeven, zoals ontvangen op 7 mei 2020 
2 de bij het aanvraagformulier behorende bijlagen: 

a Projectvoorstel, zoals ontvangen op 13 augustus 2020; 
b Niet-technische Samenvatting van het project, zoals ontvangen op 13 augustus 2020; 
c Advies van dierexperimentencommissie, zoals ontvangen op 30 juni 2020 
d De aanvullingen op uw aanvraag, zoals ontvangen op 13 augustus 2020. 
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Aanvraagnummer: 
AVD1030020209867 

Naam proef  Diersoort/ Stam  Aantal 
dieren  

Ongerief 

3.4.4.1 Rescue of CMT-TyrRS mouse models by overexpression of 
cognate tRNA 

Muizen (Mus musculus) 
	

2.091 
	

100,0% Licht 
/ NCAT mice (Rosa26-STOP 
FLOX-GFP-2A-MetRS), ChaTcre/cre 
mice, YarsE196K/+ and 
YarsE196K/E196K mice, 
NFLcreER/creER mice, 
Camk2acre/cre mice, GFAPcre/cre 
mice, tRNATyr-high/+ and 
tRNATyr-low/+ mice, RpI22HA/+ 
mice 

3.4.4.2 Rescue of CMT-GIyRS mouse models by overexpression of 
cognate tRNA 

Muizen (Mus musculus) 
/ NCAT mice (Rosa26-STOP 
FLOX-GFP-2A-MetRS), ChaTcre/cre 
mice, GarsC201R/+ mice, 
NFLcreER/creER mice 

852 98,6% Matig 
1,4% Licht 

Geldende voorschriften 
Wij wijzen u op onderstaande geldende voorschriften, die volgen uit artikel ld, vierde lid, artikel 10, 
tweede lid en/of artikel 10a3 van de wet. 
• Go/ no go momenten worden voor aanvang van elk experiment afgestemd met de IvD. 
• Het is verboden een dierproef te verrichten voor een doel dat, naar de algemeen kenbare, onder 

deskundigen heersende opvatting, ook kan worden bereikt anders dan door middel van een dierproef, of 
door middel van een dierproef waarbij minder dieren kunnen worden gebruikt of minder ongerief wordt 
berokkend dan bij de in het geding zijnde proef het geval is. 

• Het is verboden dierproeven te verrichten voor een doel waarvan het belang niet opweegt tegen het 
ongerief dat aan het proefdier wordt berokkend. 

• Overige wettelijke bepalingen blijven van kracht. 
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Aanvraagnummer: 
AVD1030020209867 

Centrale Commissie Dierproeven 

Weergave wet- en regelgeving 

Dit project en wijzigingen 
Volgens artikel 10c van de Wet op de Dierproeven (hierna de wet) is het verboden om andere dierproeven 
uit te voeren dan waar de vergunning voor is verleend. De dierproeven mogen slechts worden verricht in 
het kader van een project, volgens artikel 10g, derde lid van de wet. Uit artikel 10b, eerste lid van de wet 
volgt dat de dierproeven zijn ingedeeld in de categorieën terminaal, licht, matig of ernstig. Als er 
wijzigingen in een dierproef plaatsvinden, moeten deze gemeld worden aan de Centrale Commissie 
Dierproeven. Hebben de wijzigingen negatieve gevolgen voor het dierenwelzijn, dan moet volgens artikel 
10a5, eerste lid van de wet de wijziging eerst voorgelegd worden en mag deze pas doorgevoerd worden na 
goedkeuren door de Centrale Commissie Dierproeven. 
Artikel 10b, tweede en derde lid van de wet schrijven voor dat het verboden is een dierproef te verrichten 
die leidt tot ernstige mate van pijn, lijden, angst of blijvende schade die waarschijnlijk langdurig zal zijn en 
niet kan worden verzacht, tenzij hiervoor door de Minister een ontheffing is verleend. 

Verzorging 
De fokker, leverancier en gebruiker moeten volgens artikel 13f van de wet over voldoende personeel 
beschikken en ervoor zorgen dat de dieren behoorlijk worden verzorgd, behandeld en gehuisvest. Er 
moeten ook personen zijn die toezicht houden op het welzijn en de verzorging van de dieren in de 
inrichting, personeel dat met de dieren omgaat moet toegang hebben tot informatie over de in de 
inrichting gehuisveste soorten en personeel moet voldoende geschoold en bekwaam zijn. Ook moeten er 
personen zijn die een eind kunnen maken aan onnodige pijn, lijden, angst of blijvende schade die tijdens 
een dierproef bij een dier wordt veroorzaakt. Daarnaast zijn er personen die zorgen dat een project 
volgens deze vergunning wordt uitgevoerd en als dat niet mogelijk is zorgen dat er passende maatregelen 
worden getroffen. 
In artikel 9 van de wet staat dat de persoon die het project en de dierproef opzet deskundig en bekwaam 
moet zijn. In artikel 8 van het Dierproevenbesluit 2014 staat dat personen die dierproeven verrichten, de 
dieren verzorgen of de dieren doden, hiervoor een opleiding moeten hebben afgerond. 
Voordat een dierproef die onderdeel uitmaakt van dit project start, moet volgens artikel 10a3 van de wet 
de uitvoering afgestemd worden met de instantie voor dierenwelzijn. 

Pijnbestrijding en verdoving 
In artikel 13 van de wet staat dat een dierproef onder algehele of plaatselijke verdoving wordt uitgevoerd 
tenzij dat niet mogelijk is, dan wel bij het verrichten van een dierproef worden pijnstillers toegediend of 
andere goede methoden gebruikt die de pijn, het lijden, de angst of de blijvende schade bij het dier tot 
een minimum beperken. Een dierproef die bij het dier gepaard gaat met zwaar letsel dat hevige pijn kan 
veroorzaken, wordt niet zonder verdoving uitgevoerd. Hierbij wordt afgewogen of het toedienen van 
verdoving voor het dier traumatischer is dan de dierproef zelf en het toedienen van verdoving 
onverenigbaar is met het doel van de dierproef. Bij een dier wordt geen stof toegediend waardoor het dier 
niet meer of slechts in verminderde mate in staat is pijn te tonen, wanneer het dier niet tegelijkertijd 
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Aanvraagnummer: 
AVD1030020209867 

voldoende verdoving of pijnstilling krijgt toegediend, tenzij wetenschappelijk gemotiveerd. Dieren die pijn 
kunnen lijden als de verdoving eenmaal is uitgewerkt, moeten preventief en postoperatief behandeld 
worden met pijnstillers of andere geschikte pijnbestrijdingsmethoden, mits die verenigbaar zijn met het 
doel van de dierproef. Zodra het doel van de dierproef is bereikt, moeten passende maatregelen worden 
genomen om het lijden van het dier tot een minimum te beperken. 

Einde van een dierproef 
Artikel 13a van de wet bepaalt dat een dierproef is afgelopen wanneer voor die dierproef geen verdere 
waarnemingen hoeven te worden verricht of, voor wat betreft nieuwe genetisch gemodificeerde 
dierenlijnen, wanneer bij de nakomelingen niet evenveel of meer, pijn, lijden, angst, of blijvende schade 
wordt waargenomen of verwacht dan bij het inbrengen van een naald. Er wordt dan door een dierenarts of 
een andere ter zake deskundige beslist of het dier in leven zal worden gehouden. Een dier wordt gedood 
als aannemelijk is dat het een matige of ernstige vorm van pijn, lijden, angst of blijven schade zal blijven 
ondervinden. Als een dier in leven wordt gehouden, krijgt het de verzorging en huisvesting die past bij zijn 
gezondheidstoestand. 
Volgens artikel 13b van de wet moet de dood als eindpunt van een dierproef zoveel mogelijk worden 
vermeden en vervangen door in een vroege fase vaststelbare, humane eindpunten. Als de dood als 
eindpunt onvermijdelijk is, moeten er zo weinig mogelijk dieren sterven en het lijden zo veel mogelijk 
beperkt blijven. 
Uit artikel 13c van de wet volgt dat het doden van dieren door een deskundig persoon moet worden 
gedaan, wat zo min mogelijk pijn, lijden en angst met zich meebrengt. De methode om te doden is 
vastgesteld in de Europese richtlijn artikel 6. 
In artikel 13d van de wet is vastgesteld dat proefdieren geadopteerd kunnen worden, teruggeplaatst in 
hun habitat of in een geschikt dierhouderijsysteem, als de gezondheidstoestand van het dier het toelaat, 
er geen gevaar is voor volksgezondheid, diergezondheid of milieu en er passende maatregelen zijn 
genomen om het welzijn van het dier te waarborgen. 
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uitgerust met zanders Onderzoek naar terreingebrulk 
en overlevingskansen van 
klutenkurkens In relatie tot 

Algemene opmerkingen: 

In te vullen door de CCD 
In Vergunning Opwerking/wi 

In te vullen door de CCD 

Advies: 

Wao buten Onderzoek naar terreingebruik 
en sterfteoorzaken van Buizerd 
In relatie tot gevoeligheid voor 

ultgenist met zenden 3 59 
3 4 4 1Het met een zenderilogge 

Onderzoek naar de trekroute en 
overwinteringsgbieden van In 
Nederladn broedende bijeneters 

Merops aplaster uitgerust met geolocator met tuigje 59 3 

Terugkoppel ing volgens de voorwaarde en de vergun 
Titel Bijlage Dienproeven Diersoort Aantal Ongerief Titel sbadie Terugkoppeling Terugkoppeling Terugkoppeling 3: Terugkoppeling 4: Terugkoppeling 5: gangkoppeling 

3 4 4 1 Het met een 
zender/logger uitrusten van 
vogels 

3 4 4 Wet met een 
zenderAogger uitrusten van 
vedels 

3 4 4 2 Het nemen van een bloes 

59 

Onderzoek naar effect van 
greppel plesdres In combinatie 
met een elektr sch raster op de 

Onderzoek naar dispersie en 
terreingebruik van zeearenden 
In Nederland met spet Sak  

Onderzoek naar het 
broedsucces van scholeksters 
(conditlemetincien en sexe 
Onderzoek naar drukiactoren 
voor grunokulkens n 
Nederlands polderlandschap 

uitgerust met plakzender 

uitgerust meizender 

bloedprikken 

ultgenist met zenden 

164 

85 

98 3 Limosa Ilmosa 

92 59 3 Recurvirostra avosetta 4411. 	 / .99 

59 

59 

59 

3 

3 

3 

vanellus vanellus 

Flatieeetus eibicilla 

Haematopus osteralegus 

Sovon vogelonderzoek 

25000 

AVO 250002015200 

Terugkoppeling CROwoorwaarde 
Periode waar terugkoppeling 1/1/2020 tm 31/12/2020 

betrekking op heeft 

Titelproject:  P.PolatierlmtmIrfr onderzoek aan 

2015200 Num 

DwInemernurnrner 

Terugkoppeling Iwtnif 



Type 
operatie 

Canulaties + 
catheterisaties 

Ongerief Aantal Rat 
vergunning 2018 

3 = Matig 3438 

3 = Matig 1513 
3 = Matig 100 

2019 	2020 	Rat resterend 

Type 
operatie Ongerief Aantal Cavia 

vergunning 2018 2019 2020 Cavia resterend 

Canulaties + 
catheterisaties 3 = Matig 250 

3 = Matig 250 

20171086 

AVC~20171086 Chirurgische diermodellen - jaarlijkse terugkoppeling 2020 
Vergunning geldend van 01-01-2018 t/m 31-12-2022 

Voorwaarde: Gedurende de looptijd van de vergunning, koppelt de aanvrager aan de CCD terug ten behoeve voormm dieren 
worden geopereerd en hoeveel dieren dat betreft, we k ongerief de dieren ondervinden, de hoofdlijn van het doel, uitvalpercentages en 
aantallen In voorraad gedood'. Deze terugkoppeling moet uiterf jk 15 maart door de CCD ontvangen z In en rapporteert over het 
afgelopen kalenderjaar (1 januari - 31 december). Ook wanneer er geen dierstudies z jn uitgevoerd wordt dit gerapporteerd. De CCD kan 
op basis van deze terugkoppeling aan de vergunning nieuwe voorwaarden verbinden en gestelde voorwaarden wijzigen of intrekken. 
Wanneer u overtuigend en onbetwistbaar kan aantonen dat er geen gegevens over de experimenten kunnen worden vrijgegeven omdat 
de opdrachtgever deze als vertrouwelijke informatie heeft geclassificeerd kunt u deze informatie buiten de rapportage houden. 

Type Aantal Muis Ongerief 2018 	1 	2019 	1 	2020 	1 Muis resterend operatie vergunning 
Canulaties + 

3 = Matig 519 catheterisaties 

3 = Matig 1100 
3 = Matig 350 

Aantal dieren: 
Gedood 

in 
voorraad' 

Diersoort Ongerief 	Geopereerd 

6  
20  
3  

84  
84  
26  
26 
84  
84  
84  
84  
95 
84  
84 
84 
84 
84 
84 
23 
20 
21  
84 
76 
21  
76 
84 
21  
84 
21 

55 55 MUIS 
3 68 68 0 0 MUIS 

cannulatie 3 8 5 0 3 MUIS 
rat cannulatie 3 8 8 0 0 
rat cannulatie 3 11 8 0 3 
rat 3 20 18 0 2 
rat 3 18 16 0 2 

cannulatie rat 3 10 8 0 2 
cannulatie rat 3 4 3 0 1 

rat cannualtie 3 4 4 0 0 
cannulatie rat 3 4 4 0 0 

rat cannulatie 3 18 15 0 3 
rat cannulatie 3 9 8 0 1 

cannulatie rat 3 4 4 0 0 
cannulatie rat 3 4 4 0 0 

rat cannulatie 3 4 4 0 0 
rat cannualtie 3 8 8 0 0 
rat cannualtie 3 9 8 0 0 
rat cannulatie 3 6 5 0 1 
rat cannualtie 3 33 30 0 3 
rat cannulatie 3 6 5 0 1 
rat cannulatie 3 4 4 0 0 
rat cannulatie 3 75 73 0 2 
rat cannulatie 3 7 7 0 0 
rat cannulatie 3 75 70 0 5 
rat cannulatie 3 4 4 0 0 
rat cannulatie 3 7 7 0 0 
rat cannulatie 3 4 4 0 0 
rat cannulatie 3 6 5 0 

	

Totaal aantal dieren: 	493 

	

Percentage levend 	94% 
462 	0 	30 

Uitvalspercentage: 0% 	6% 

• Alleen het aantal dieren dat is 
geregistreerd 

(de aantallen in de oranje kolommen), is conform het DEC- advies op deze vergunning 
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Onze referentie 

Inleiding 
In de CCD vergadering van 31 januari 2020 is gesproken over het morele dilemma 
met betrekking tot proefdieronderzoek naar verslavende middelen. Dit naar 
aanleiding van een aanvraag gericht op (vermindering van) de effecten van GHB 
verslaving. Het gaat hierbij om de vraag in hoeverre er sprake is van 'eigen 
verantwoordelijkheid' bij het gebruik van verslavende middelen en of het wel 
gerechtvaardigd is om proefdieronderzoek uit te voeren om de gevolgen van het 
gebruik van dergelijke middelen te beperken. In de CCD vergadering is besloten 
een adviesvraag uit te zetten. Een afwegingskader zou wellicht kunnen helpen bij 
de beoordeling van projectvergunningsaanvragen over verslavende middelen. Op 
advies van de voorzitter van het NCad is besloten voor de adviesvraag contact op 
te nemen met het Centrum voor Ethiek en Gezondheid (CEG), een 
samenwerkingsverband tussen de Gezondheidsraad en de Raad voor 
Volksgezondheid en Samenleving. 

Communicatie met CEG 
De Algemeen Secretaris heeft vervolgens via de e-mail contact gehad met de 
secretaris van het CEG. 

De Secretaris van het CEG gaf in zijn reactie het volgende aan "Ik heb even 
overlegd met de voorzitter van de CEG commissie, Maartje Schermer, en we 
komen tot de voorzichtige conclusie dat een bijdrage van het CEG in de vorm van 
een signalement (rapport) niet zo voor de hand ligt, omdat onze signalementen 
zich in principe richten op ethische vragen op het gebied van beleid (opgeroepen 
door ontwikkelingen op het gebied van gezondheid). De signalementen zijn vaak 
conceptueel van aard, en waarschijnlijk niet toegepast en specifiek genoeg voor 
een handelingskader, waar jullie behoefte aan hebben." 

De Secretaris van het CEG geeft verder aan dat de vraag van de CCD raakt aan 
het thema van 'eigen verantwoordelijkheid voor gezondheid' waar het CEG al het 
een en ander over geschreven heeft. Hij verwijst voor ethische argumentatie naar 
de website van het CEG: https://www.ceg.nliethische-dossiers/leefstijI   
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Onderaan deze website staan drie links naar signalementen die relevant zijn voor 
dit onderwerp, onder meer het signalement over leefstijldifferentiatie in de 
zorgverzekering. 

Het CEG geeft tot slot aan het opmerkelijk te vinden dat overwogen wordt om 
geen dierproeven toe te staan bij een aandoening als verslaving, omdat die mede 
door eigen gedrag veroorzaakt zou worden: "Dat vonden we opmerkelijk omdat er 
veel meer ziektes zijn die mede door eigen gedrag worden veroorzaakt of 
daardoor verergeren: obesitas, diabetes, longkanker, etc. Verslaving is nu 
eenmaal ook een ziekte, met erfelijke componenten en omgevingsfactoren, en 
bovendien is het een ziekte waar mensen en de samenleving ernstig onder lijden. 
In discussies over kosten wordt eigenlijk ook niet uitgegaan van eigen schuld; het 
lijden van mensen wordt belangrijk gevonden en schuld is relatief." 

Vervolg 
Hoewel het CEG formeel geen advies heeft uitgebracht, is de reactie van het CEG 
helder. Het CEG beschouwt verslaving als een ziekte met erfelijke componenten 
en omgevingsfactoren waar mensen en de samenleving ernstig over lijden. 

Uit verschillende websites blijkt dat ook instellingen die werkzaam zijn op het 
gebied van verslaving aan alcohol en drugs ervan uit gaan dat verslaving niet 
enkel eigen verantwoordelijkheid is. In de literatuur zijn hiervoor ook duidelijke 
aanwijzingen te vinden. 

De volgende oorzaken voor verslaving worden genoemd: 
-Soort drugs; afhankelijkheid treedt in verschillende mate op bij de verschillende 
middelen. Zo zijn heroïne en nicotine bij veel mensen al na enkele keren 
gebruiken verslavend, terwijl cannabis minder verslavend is. 
-Genetische factoren; erfelijke factoren spelen waarschijnlijk voor 40-60% een rol 
bij de ontwikkeling van een verslaving. Welke genen precies een rol spelen is nog 
niet volledig duidelijk. 
-Omgevingsfactoren; ook de omgeving en jeugd van een persoon speelt mee in de 
kans om een verslaving te ontwikkelen. Ook ingrijpende gebeurtenissen en stress 
kunnen een oorzaak zijn. Zo hebben jongeren met psychische problemen een 
grotere kans om verslaafd te raken en hebben kinderen waarbij een of beide 
ouders verslaafd zijn geweest meer kans op het ontwikkelen van een verslaving. 

Het Secretariaat adviseert het bestuur op basis hiervan om verslaving (aan drugs) 
bij de beoordeling van projectvergunningsaanvragen niet te beschouwen als eigen 
verantwoordelijkheid, maar als een ziekte waar mensen aan lijden die (mede) 
veroorzaakt wordt door zowel genetische als omgevingsfactoren. Gezien 
bovenstaande is het Secretariaat van mening dat het niet gerechtvaardigd is om 
aanvragen gericht op verslaving bij de ethische afweging anders te behandelen 
dan aanvragen gericht op lichamelijk en mentale ziektes (door bijvoorbeeld het 
belang op voorhand als beperkt in te schatten). 
Het Secretariaat adviseert tot slot geen adviesvraag uit te zetten over dit 
onderwerp en geen nader uitvoeringsbeleid te maken over aanvragen gericht op 
verslaving. 
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Centrale Commissie Dierproeven 

1:202011285 

Form 
Project proposal 

• This form should be used to write the project proposal for 
animal procedures. 

• The appendix 'description animal procedures' is an appendix to 
this form. For each type of animal procedure, a separate 
appendix 'description animal procedures' should be enclosed. 

• For more information on the project proposal, see our website 
(www.centralecommissiedierproeven.n1). 

• Or contact us by phone (0900-2800028). 

1 General information 

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

1.2 Provide the name of the 
licenced establishment. 

1.3 	Provide the title of the 	Effects of the cytokines RANKL, MIF, and DDT on epithelial repair in 
project. 	 the lungs 

2 Categories 

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

lS1 Basic research 

(Ej Translational or applied research 

❑ Regulatory use or routine production 

❑ Research into environmental protection in the interest of human or 
❑ Research aimed at preserving the species subjected to procedures 

❑ Higher education or training 
❑ Forensic enquiries 
❑ Maintenance of colonies of genetically altered animals not used in 
other animal procedures 

3 General description of the project 

3.1 Background 

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

• For legally required animal procedures, indicate which statutory or regulatory requirements apply 
(with respect to the intended use and market authorisation). 

• For routine production, describe what will be produced and for which uses. 
• For higher education or training, explain why this project is part of the educational program and 

describe the learning targets. 
Exposure to air pollutants (e.g., cigarette smoke, exhaust gases, microplastics, and organic and inorganic 
dusts) can contribute to the development of chronic obstructive pulmonary disease (COPD) or pulmonary 



fibrosis [1]. These chronic diseases are characterized by irreversible changes in the lung architecture, 
thereby leading to a progressive loss of lung function. In COPD, persistent injury and dysregulated tissue 
repair result in airway inflammation, fibrosis around the airways, and loss of parenchymal tissue 
(emphysema) [2]. Pulmonary fibrosis is mainly characterized by the excessive deposition of extracellular 
matrix in parenchymal areas of the lung [3]. 

In healthy circumstances, extracellular matrix deposition after injury is regarded as an essential aspect of 
wound healing. Continuous lung injury and dysregulated wound healing, however, can result in loss of 
lung tissue or excessive deposition of extracellular matrix components and fibrosis. As currently available 
treatments only partially relieve symptoms, patients suffering from COPD or pulmonary fibrosis have a 
poor prognosis [2,3]. We therefore need more insight into the mechanisms of tissue repair to develop 
therapies aimed at lung regeneration, which may have the potential to restore lung function. 

Lung tissue contains over 40 different cell types [4]. Epithelial cells are typically damaged first because 
they are a barrier between organs and the outside world and therefore play an important role in the 
pathogenesis of both COPD and lung fibrosis. For that reason, mechanisms of epithelial repair should be 
elucidated to identify molecular pathways that can be exploited to promote regeneration in diseased lung 
tissue. We have recently collected evidence of three cytokines being involved in lung epithelial repair: 

1. Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL). 

Regeneration of type II alveolar epithelial cells is a crucial 
event during parenchymal lung tissue repair as these cells are the progenitors of type I epithelial 
cells that line the alveoli. This effect of RANKL has not been described before, and it is currently 
unknown which receptors and molecular pathways are responsible for this effect. 

2. Macrophage migration inhibitory factor (MIF). MIF is one of the first cytokines that is being produced 
in response to lung tissue damage, and it was found to promote proliferation of type II alveolar 
epithelial cells. This effect could be induced through one of its receptors (CD74), although MIF can 
also signal through the following chemokine receptors: CXCR2, CXCR4, CXCR7, and epithelial growth 
factor receptor (EGFR)[5]. These receptors are expressed on different types of lung epithelial cells, 
and it is unknown whether MIF has pro-repair effects through other receptors and whether it affects 
other types of epithelial cells (e.g., bronchial epithelial cells). 

3. D-dopachrome tautomerase (DDT). Due to its close relation to MIF, DDT is sometimes referred to as 
MIF-2. 

Unfortunately, there is no data available regarding the role of DDT in lung 
tissue, COPD, or pulmonary fibrosis. 

Based on these observations we hypothesize that RANKL, MIF and DDT play a role in lung 
tissue repair by modulating epithelial repair, and that dysregulation of these factors 
contribute to the development of COPD and pulmonary fibrosis. 

To test this hypothesis, we want to perform in vitro and in vivo experiments. First, we want to use lung 
organoids to investigate whether RANKL, MIF, and DDT stimulate proliferation and/or inhibit apoptosis of 
epithelial cells (appendix 1). Lung organoids are self-assembling three-dimensional structures 
generated from primary lung epithelial progenitor cells and CCL206 mesenchymal support cells (figure 1) 
[6]. Using lung organoids allows culture of primary type II alveolar epithelial cells, which is not possible 
in any other way. In addition, it reduces the use of laboratory animals as we can isolate numerous 
progenitor cells from a single mouse, thereby allowing us to investigate multiple experimental conditions 
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per animal. Exposing lung organoids to RANKL, MIF, and DDT could therefore provide us clues as to 
whether and how lung epithelial repair is affected. 

E pCAM+ primary 	1\414 (CCL206) lung 
	

Lung organoid 
lung epithelial cells 	fibroblast 

	 culture 
A 

Figure 1. A) Lung organoids are prepared from primary lung epithelial cells that are co-cultured with 
lung fibroblasts. B) These isolated epithelial cells give rise to both airway and alveolar lung organoids. 

Unfortunately, lung organoids do not recapitulate all of the complex structures that are present in the 
lungs. Therefore, upon discovering potentially therapeutic effects of RANKL, MIF, and/or DDT in lung 
organoids, we want to confirm these findings in vivo, using mouse models of COPD (induced by either 
cigarette-smoke or elastase) and pulmonary fibrosis (induced by either bleomycin or silica) (appendix 

2). Two models per disease have been selected as both diseases are heterogenous with different 
phenotypes in patients, who may respond differently to the proposed therapies. Therefore, to improve 
the relevance and applicability of our findings, we want to use four models in total: model of smoke-
induced lung injury resembling the bronchitis phenotype of COPD, model of elastase-induced lung injury 
resembling the emphysema phenotype of COPD, model of bleomycin-induced pulmonary fibrosis 
resembling inflammation-dominant fibrosis, and model of silica-induced pulmonary fibrosis resembling 
non-inflammatory fibrosis. Taken together, this project aims to improve our understanding of epithelial 
repair in the lungs and to determine whether RANKL, MIF, and DDT can be used as potential treatments 
for COPD and pulmonary fibrosis. 
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3.2 Purpose 
Describe the project's main objective and explain why this objective is achievable. 

• If the project is focussed on one or more research objectives, which research questions should be 
addressed during this project? 

• If the main objective is not a research objective, which specific  need(s) does this project respond to? 
The main objective of this project is to investigate the role of RANKL, MIF, and DDT in 
epithelial repair after lung tissue injury. 

For that reason, we want to address the following 2 research questions: 
1. Do RANKL, MIF, and DDT contribute to epithelial repair after lung injury? 
2. Can RANKL, MIF, and, DDT be used as treatments to promote tissue repair in models of disease? 

To answer these questions, we need to further characterize effects in relevant in vitro and in vivo 
models. We expect a high feasibility of these studies because our preliminary data provides strong 
support for our hypothesis. Except for the elastase-induced COPD models, we have previously 
established all methods and models. Our laboratory has ample expertise with all techniques (e.g., 
organoid assay, smoke/bleomycin/silica mouse models, animal handling, and analyses of samples) to 
guarantee reliable outcomes. Furthermore, in vivo studies will only be performed after we have collected 
convincing results from our in vitro (organoid) studies. 

[3.3 Relevance 
1_What is the scientific and/or social relevance of the objectives described above? 
1 COPD and pulmonary fibrosis represent a huge clinical problem with extremely limited treatment 
opportunities; this project aims to identify and assess novel treatment strategies. More specifically, we 
want to elucidate the role of RANKL, MIF, and DDT in lung epithelial repair, and to determine whether 
these factors can be used to treat COPD or pulmonary fibrosis. In the Netherlands, there are over 
300.000 patients suflering from either of these two conditions and this number is stil) increasing due to 
tobacco smoking and exposure to indoor/outdoor air pollutants. Up to this point, available treatments 
only (partially) relieve symptoms. As COPD and pulmonary fibrosis have a huge impact on the quality of 
life of patients and their life expectancy, we need to understand lung epithelial repair in greater detail to 
design novel epithelial repair-targeted therapeutic strategies. 

[3.4 Research strategy 

L3 4.1 Provide an overview of the overall design of the project (strategy). 
Part 1 (experiment described in appendix 1) 
Do RANKL, MIF, and DDT contribute to epithelial repair after lung 
First of all, we want to acquire insights into whether and how RANKL, MIF, and DDT 	epithelial 
repair in lung organoids. For instance, do these proteins contribute to epithelial repair by promoting 
proliferation of epithelial cells? Or do they (also) inhibit epithelial cell death? To that end, we will use lung 
organoids to determine whether and how RANKL, MIF, and DDT affect epithelial repair. However, the 
preparation of lung organoids does require fresh primary lung epithelial cells, which will be isolated from 
naïve mice. Lung organoids will be subsequently cultured with RANKL, MIF, and DDT as well as small-
molecule inhibitors of relevant molecular pathways or small interfering RNA (siRNA). siRNA is a valuable 
tool in functional genomics because it can be used to knockdown virtually any protein, thereby allowing 
scientists to deduce the role of proteins based on observed phenotypic changes. We can therefore use 
siRNA as an alternative to genetic knockout models, which are often difficult and laborious to generate. If 
RANKL, MIF, and/or DDT exert therapeutic effects in lung organoids (i.e., they promote epithelial repair 
upon injury), we want to continue with in vivo studies to determine whether these factors can be used as 

treatment for COPD and pulmonary fibrosis. 



go/no go go/no go 

Part 2 (experiments described in appendix 2) 
Can RANKL, MIF, and DDT be used as treatments to promote tissue repair in disease models? 
If RANKL, MIF, and DDT are shown to promote tissue repair in lung organoids, we want to assess 
whether these factors induce epithelial repair in mouse models of COPD (induced by either cigarette-
smoke or elastase) and pulmonary fibrosis (induced by either bleomycin or silica). These models have 
been selected as both COPD and pulmonary fibrosis are heterogenous with different phenotypes in 
patients, who may respond differently to the proposed therapies. In these studies, we therefore focus on 
treatment with RANKL, MIF, and DDT, which will be administered via the pulmonary route formulated as 
solutions or dry powders. As an alternative to using genetic knockout models, we will also use siRNA in 
vivo to unravel whether knockdown of RANKL, MIF, and/or DDT impairs tissue repair in the lungs 
(knockouts are primarily used to understand the role of a specific gene or DNA region by comparing the 
knockout organism to a wildtype with a similar genetic background). Published studies have 
demonstrated that naked siRNA can be administered via the pulmonary route to induce knockdown of 
several proteins [1, 2]. siRNA can therefore be used as an alternative to genetic knockout models. We do 
not know, however, whether an altered lung architecture due to established COPD and pulmonary 
fibrosis affect the uptake and distribution of siRNA in the lungs. So we have to conduct a pilot study to 
optimize our siRNA dosing schedule. 

References: 
1. Ng, B. et al. Intratracheal Administration of siRNA Triggers mRNA Silencing in the Lung to Modulate T 

Cell Immune Response and Lung Inflammation. Mol. Ther. - Nucleic Acids 16, 194-205 (2019). 
2. D'Alessandro-Gabazza, C. N. et al. Development and Preclinical Efficacy of Novel Transforming 

Growth Factor-01 Short Interfering RNAs for Pulmonary Fibrosis. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 46, 
397-406 (2012). 

3.4.2 Provide a basic outline of the different components of the project and the type(s) of anima! 
_procedures that will be performed. 
This project describes 7 experiments in total (see the diagram below). Each experiment has its own focus 
and involves the following procedures: 

go/no go Experiment 1 
Organoids to study the role of 	 

RANKL, MIF, and DDT 

Experiment 2 
Establishing elastase-induced 

COPD model (pilot study) 

Establishing models of cigarette-
smoke induced COPD as well as 
bleomycin and silica-induced 
pulmonary fibrosis is not needed. 

go/no go Experiment 3 
Dose-optimization for siRNA 

(pilot study) 

Experiment 4A 
Dose-optimization of RANKL, 

MIF, and DDT (pi►ot study) 

Experiment 48 
Evaluation of the aerosol 
generator (pilot study) 

Experiment 5 
RANKL in COPD and pulmonary 

fibrosis (full study) 

Experiment 6 
MIF in COPD and pulmonary 

fibrosis (full study) 

Experiment 7 
DDT in COPD and pulmonary 

fibrosis (full study) 



Experiment 1 (described in appendix 1). Here, we will isolate primary (EpCAM-F) epithelial cells from 
naïve mice that can be used to prepare lung organoids. Our aim is to elucidate whether, and if so how, 
the previously described cytokines (i.e. RANKL, MIF, and DDT) contribute to epithelial repair. If clear 
effects are not demonstrated in a convincing manner, 	studies wilt not be performed. 

Experiment 2 (described in appendix 2). As we have not yet established the elastase-induced COPD 
model in our lab yet, we need to determine whether this model works as described in the literature. 
Establishing models of cigarette-smoke-induced COPD as well as bleomycin- and silica-induced 
pulmonary fibrosis is not needed because these models have been set up in our lab already. 

Experiment 3 (described in appendix 2). This pilot experiment is performed to determine whether it 
is possible to achieve RANKL, MIF, or DDT knockdown in mice with COPD or pulmonary fibrosis and what 
the required siRNA dose would be. siRNA will be administered through intratracheal instillation. The 
knockdown efficiency of siRNA sequences will be first assessed in vitro to avoid unnecessary use of 
laboratory animals. 

Experiment 4A (described in appendix 2). Because we want to determine whether RANKL, MIF, and 
DDT promote epithelial repair in vivo, we need to establish dose-response relationships in diseased mice. 
In this experiment, we will administer RANKL, MIF, and DDT as a solution via intratracheal instillation. 
The most optimal dose will be used in later experiments. 

Experiment 4B (described in appendix 2). After optimizing the dose of RANKL, MIF, and DDT, we 
want to study whether these factors can be administered as a dry powder formulation (proteins are more 
stable in a dried state). 

)• 

Experiment 5/6/7 (described in appendix 2). These experiments represent the full studies that aim 
to identify whether RANKL, MIF, and DDT can be used to treat COPD and pulmonary fibrosis. Depending 
on the outcomes of experiment 3, 4A, and 4B, groups may be excluded. For instance, if knockdown is not 
observed upon treatment with siRNA, we will not include siRNA groups in full studies. 

3.4.3 Describe the coherence between the different components and the different steps of the project. If 
applicable, describe the milestones and selection points. 
Part 1 (described in appendix 1) 
First, we aim to characterize the effects of RANKL, MIF, and DDT in lung organoids (experiment 1). Using 
organoids, we collect a great deal of information whilst limiting animal use. If RANKL, MIF, and DDT are 
shown to induce epithelial repair, we can proceed with pilot in vivo studies. Depending on the protein, 
some in vivo studies may not be performed if effects are not convincingly demonstrated in organoids. 

Part 2 (described in appendix 2) 
Because we have no prior experience with the elastase-induced COPD model, we first need to determine 
whether this particular model works in our laboratory (experiment 2). The smoke, bleomycin, and silica 
models do not require this type of validation as we have successfully used these models in the past. This 
way, we limit the use of laboratory animals even further. 

To optimize RANKL, MIF, DDT, and siRNA doses and to determine if dry powders can be used for delivery 
purposes, we need to conduct three pilot experiments (experiment 3, 4A, and 4B). Depending on the 
outcomes of these studies, certain conditions may be excluded from the full studies. siRNA groups, for 
example, will not be included if knockdown is not observed upon intratracheal administration of siRNA. 

Finally, full studies will be conducted to assess the role of RANKL, MIF, and DDT in mouse models of 
COPD and pulmonary fibrosis (experiment 5, 6, and 7). As mentioned previously, some groups may be 
excluded if their inclusion cannot be justified. Please note, pilot studies and full studies will only be 
performed for proteins that were shown to promote epithelial repair in lung organoids. 









Versie 10 februari 2017 

- 13/ Zijn er voor het opzetten van het elastase model voldoende dieren aangevraagd (er is namelijk 
een enkel experiment gepland)? 

- 14/In bijlage 2, onder 3 schrijft u: 'Changes in behavior and substantial weight loss (> 15%) indicates 
discomfort..' Over welke tijdsspanne wordt het gewichtsverlies bepaald? 

15/ In de NTS wordt de term 'minilong' gebezigd. Voor de DEC is deze term overtrokken omdat het 
gaat om eenvoudige organoiden gekweekt uit een (uit de muis geïsoleerde) EpCam+ cel en een muis 
fibroblast cellijn. De DEC verzoekt deze term te vervangen door een meer realistische. 

Datum antwoord: 25-11-2020 
- Verstrekt(e) antwoord(en) 
- 1/ De dierexperimentencommissie is correct in haar veronderstelling dat organoïden slechts beperkt in 

staat zijn om de complexe fysiologie van longweefsel na te bootsen. Desalniettemin kunnen 
organoïden gebruikt worden om processen te modeleren die betrokken zijn bij epitheelherstel en -
regeneratie. Bovendien kunnen verschillende parameters geanalyseerd worden om te bepalen of 
RANKL, MIF en DDT herstel van longweefsel kunnen stimuleren (bijv. grootte, aantal en type van 
organoïden, mate van celdeling etc.). 
Een ander voordeel van organoïden is dat ze ons in staat stellen om immunologische effecten - die 
beschreven zijn voor RANKL, MIF en DDT - te scheiden van mogelijke effecten op longherstel. Ook 
kunnen we met behulp van organoïden het aantal benodigde proefdieren sterk reduceren. Er kunnen 
immers een groot aantal experimentele condities op hetzelfde moment bestudeerd worden, 
gebruikmakende van weefsel van een enkel dier. Zodoende achten wij dit model 'fit-for-use'. 
Als blijkt dat RANKL, MIF en/of DDT het herstel van longweefsel kunnen stimuleren in organoïden 
zullen wij het onderliggende mechanisme - en de therapeutische waarde van recombinant RANKL, MIF 
en DDT - verder onderzoeken in diermodellen zoals beschreven in Appendix 2. In deze complexere 
modellen zal ook aandacht worden besteed aan de immunologische effecten van RANKL, MIF en DDT. 

- 2/ COPD en longfibrose zijn zeer ernstige ziekten waarbij de longen beschadigd raken. Voor zowel 
COPD als longfibrose geldt dat patienten verschillende klinische kernmerken hebben. COPD kent 
bijvoorbeeld een vorm die gekenmerkt wordt door bronchitis (ontstekingen van de bronchiën) en een 
vorm die gekenmerkt wordt door emfyseem (destructie van longblaasjes). Longfibrose kan ook 
verschillend tot uiting komen. Zo bestaat er een vorm die gekenmerkt wordt door ontstekingsreacties 
en een vorm die dat niet heeft. 

Vanuit een translationeel perspectief is het belangrijk om rekening te houden met deze 
verschillende vormen van COPD en longfibrose. Wij willen daarom gebruikmaken van verschillende 
modellen zodat onze resultaten breed toepasbaar zijn. Het zou bijvoorbeeld het geval kunnen zijn dat 
RANKL, MIF of DDT slechts binnen één diermodel therapeutische effecten kan bewerkstelligen (d.w.z. 
slechts één patiëntgroep zou mogelijk baat kunnen hebben bij een RANKL, MIF of DDT-gebaseerde 
therapie). 

Zulke informatie is buitengewoon waardevol als men in de toekomst vervolgonderzoek 
middels klinische studies wil uitvoeren (m.b.t. selectie van patiënten). Uiteraard betekenend dit niet 
dat we direct alle diermodellen gelijktijdig willen gebruiken. Om onnodig gebruik van (en ongerief bij) 
proefdieren tot een minimum te beperken willen we experimenten stapsgewijs uitvoeren, in eerste 
instantie gebruikmakende van één diermodel en één cytokine. 

- 3/ Wij veronderstellen dat RANKL, MIF en DDT het herstel van longepitheel kunnen stimuleren. 
Vandaar dat wij recombinante eiwitten willen toedienen. Om verwarring te voorkomen hebben we de 
onderzoeksvraag veranderd naar "Can recombinant RANKL, MIF, and DDT stimulate tissue repair in 
disease models?". Wellicht dat in de toekomst, afhankelijk van werkingsmechanismen, agonisten en/of 
antagonisten ontwikkeld kunnen worden. Dergelijk onderzoek valt echter buiten de 'scope' van dit 
project. Nieuwe passage; "Research question 2: Can recombinant RANKL, MIF, and DDT stimulate 
tissue repair in disease models?" 

4/ Zowel COPD als longfibrose zijn ziekten die vaak op latere leeftijd ontstaan. Wij delen daarom de 
opvatting dat het vanuit een translationeel perspectief interessant is om op termijn de werking van 
RANKL, MIF en/of DDT-gebaseerde therapieën te onderzoeken in oudere muizen. Zo kan men 
onderzoeken of dergelijke therapieën mogelijk gebruikt kunnen worden voor de behandeling van 
patiënten met een gevorderd ziektestadium. Echter, het doel van ons onderzoek is om te bestuderen 
óf - en zo ja, hoe - RANKL, MIF en DDT betrokken zijn bij het herstel van longepitheel. Hiervoor willen 
wij in de eerste instantie de omstandigheden optimaliseren om effecten te kunnen waarnemen, dat wil 
zeggen door muizen te gebruiken die nog grote mate van reparatie-capaciteit hebben. Vandaar dat wij 
binnen dit project niet kijken naar het effect van veroudering, dit kan echter wel onderwerp zijn van 
vervolgprojecten indien dit huidige project gunstige resultaten oplevert. 

5/ Hier verschillen wij van mening met de dierexperimentencommissie. Concentraties van RANKL, MIF 
en DDT in longweefsel worden waarschijnlijk niet centraal gereguleerd via het bloed. Bovendien is het 
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juist ons doel om uit te zoeken wat de effecten van deze cytokines zijn op het herstel van longepitheel. 
Het gebruik van pulmonale toediening, dus via de epitheelkant, heeft in ons geval de voorkeur. Andere 
voordelen van deze toedieningsmethode zijn verminderde kans op bijwerkingen in andere organen 
door lokale afgifte aan de epitheelzijde en verbeterde farmacokinetische eigenschappen. De 
argumentatie voor het gebruik van pulmonale toediening is nu opgenomen in sectie A van Appendix 2. 
Nieuwe passage: "Treatments (e.g., recombinant RANKL, MIF, and DDT in solution or powder form) 
will be administered via the pulmonary route because it realizes site-specific delivery whilst limiting 
adverse effects in other organs. As cytokines often exert pleiotropic effects in a wide range of tissues, 
we want to avoid systemic exposure. Furthermore, in comparison to other approaches (e.g., 
parenteral), pulmonary administration is less invasive and results in an improved bio-availability and 
pharmacokinetic pro file." 

6/ Wij verontschuldigen ons voor de verwarring. De titel die werd weergegeven in het administratieve 
deel van de aanvraag is daarom gewijzigd. Tevens hebben we de titels van de appendices gewijzigd 
(deze wijzigingen zijn meegenomen in het projectvoorstel): Nieuwe titel (Appendix 1): "Effects of 
RANKL, MIF, and DDT in mouse lung organoids" Nieuwe titel (Appendix 2): "Effects of RANKL, MIF, 
and DDT in mouse models of COPD and pulmonary fibrosis" 

- 7/ Wij hebben het desbetreffende deel van sectie A van beide appendices aangepast zodat het verband 
tussen de vraagstelling en gekozen parameter duidelijker is. Tevens hebben wij een argumentatie 
toegevoegd aan sectie A van Appendix 2 om de globale inschatting van 14 tot 18 muizen per groep te 
rechtvaardigen. Wij hebben namelijk onze inschatting gebaseerd op de resultaten van een pilot-
experiment wat eerder is uitgevoerd. Nieuwe passage (Appendix 1); 

1 

" Nieuwe passage 
(Appendix 2): "To initially estimate the required number of animals, we conducted a power analysis 
using data from previous studies. 

1 

Effect 
sizes and variances will be based on values that we obtain from pilot studies. Using this approach, we 
hope to reduce the use of laboratory animals. Furthermore, the literature will be frequently screened 
to make sure we do not perform studies that have already been conducted/published by other 
researchers." 

- 8/ Wij hebben de beschrijving omtrent het vervangen, verminderen en verfijnen van dierproeven 
verder uitgebreid om te onderstrepen dat er deze principes in meerdere stadia van het project worden 
toegepast. Nieuwe passage (Appendix 1): "Replacement Epithelial repair cannot be adequately 
studied using traditional cell culture techniques. Although the factors RANKL, MIF and DDT have first 
been validated in cell lines, these cultures typically lack the complexity involved in epithelial repair. 
Lung organoids, ho we ver, are welt-suited to investigate the effects of RANKL, MIF, and DDT on 
epithelial repair. To generate lung organoids, however, we require fresh primary (EpCAM+) epithelial 
cells. Before we start our organoid studies, we will validate our siRNA sequences in cell lines first. 

- In the past, we have also conducted lung organoid studies with primary epithelial cells that were 
isolated from human tissue. Human lung tissue, however, is difficult to obtain and often generates 
results with a relatively high variability as patients have different disease backgrounds and treatment 
regimens. We therefore want to validate our findings and investigate signalling mechanisms in 
organoids from 'healthy' mouse tissue. 
Reduction; As numerous organoids can be prepared from primary cells of a single animal, we 
substantially lower the use of laboratory animals, meaning that multiple conditions can be tested per 
animal. Experimental treatments listed have a experimentally been proven to be of interest, ensuring 
that all experimental conditions can be performed with cells from a single mouse. 
Before conducting experiments, we will also apply appropriate power analyses to determine the 
required sample size. Also, we will not continue with in vivo studies if effects are not convincingly 
shown in mouse lung organoids. 
Refinement: To obtain primary cells for the preparation of organoids, we use naïve animals that are 
euthanized under deep anaesthesia; the discomfort associated with this action is minimal. Since the 
treatment with drugs are performed on organoids, animals will not experience side-effects of the 
drugs. Furthermore, qualified and skilied personnel will handle the animals to make sure all actions are 
carried out correctly, efficiently, and 
Nieuwe passage (Appendix 2) 
"Replacement: As described in appendix 1, we already use murine and human organoids and cell lines 
as alternatives to large animal studies to reduce anima! use and suffering. If no effect is observed in 
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these pilot studies we will not continue with animal studies. Unfortunately, there are no suitable 
alternative models that accurately reflect key aspects of COPD and pulmonary fibrosis. To properly 
demonstrate effects of RANKL, MIF, and DDT, we need to conduct animal studies. 
Reduction: Before conducting experiments, we will always check the literature to avoid unnecessary 
duplication of experiments or investigating therapies that are proven not to be beneficia/. We also 
apply appropriate power analyses to determine the required sample size. Data from pilot studies will 
be used to determine whether we can proceed with full studies. For instance, if the siRNA does not 
effectively reduce mRNA and protein levels, this group will not be included in full studies. We do, 
however, need to include interval controls for each experiment for practical reasons (see section 8). In 
addition, the models of choice all reflect different aspects of COPD and fibrotic diseases, avoiding 
overlap and unnecessary animal use. 
Refinement: We will anaesthetize animals with isoflurane before the administration of elastase, 
bleomycin, silica, and pharmacological agents. Smoke-exposure will be gradually increased during the 
first few days to avoid acute toxic effects. The optimal doses of bleomycin, silica, and elastase have 
been already been established/published, thereby obviating the need for unnecessary dose-response 
studies. Finally, the use of multiple models that reflect different aspects of COPD and lung fibrosis 
increases the translational value of this research." 

9/ Wij verwachten 10% extra muizen nodig te hebben in verband met mogelijk mislukte epitheelcel-
isolaties en/of contaminatie van organoïden (Appendix 1). Om te voorkomen dat er niet genoeg 
onafhankelijke samples zijn voor een adequate statistische analyse vragen wij het gebruik van extra 
muizen aan. Helaas ontbrak een soortgelijke argumentatie in Appendix 2. Wij hebben daarom een 
toelichting toegevoegd aan sectie B van Appendix 2. Nieuwe passage: "To account for expected (1-
5%; due to application of humane endpoints) and unexpected (-5%; due to sudden death or the 
spontaneous development of diseases other than COPD or pulmonary fibrosis) deaths of animals, we 
need 10% more animals. We also have to include internal control groups in each experiment for 
practical reasons: we cannot perform studies with hundreds of animals simultaneously." 

10/ Wij verontschuldigen ons voor de onduidelijkheid en begrijpen dat deze formulering vragen 
oproept. Wat wij eigenlijk bedoelden is dat, naar verwachting, 1 tot 5% van de dieren (afhankelijk van 
het ziektemodel) gedood zal moeten worden in verband met het bereiken van humane eindpunten. 
Vandaar dat we sectie 3 van Appendix 2 hebben aangepast om dit duidelijker te maken. Nieuwe 
passage: "Based on our experience with smoke-induced COPD, silica-induced fibrosis, and what we 
understand from the literature about the elastase-model, we expect to euthanize < 1% of the animals 
due to the use of humane endpoints. Bleomycin-induced fibrosis, however, causes more severe 
disease. In this case, we expect to euthanize -5% of the animals due to the application of humane 
endpoints." 

11/ Inhalatie-anesthesie heeft de voorkeur omdat andere anesthesievormen, zoals het gebruik van 
ketamine en xylazine, meer risico's met zich meebrengen (bijv. negatief effect op hart, nier- en 
leverfunctie). Een korte blootstelling aan inhalatie-anesthesie - in ons geval isofluraangas - 
veroorzaakt over het algemeen weinig tot geen schade en wordt goed verdragen door proefdieren. 
Ontwaken uit isofluraan-anesthesie verloopt meestal rustig en snel, wat herstel bespoedigd. 
Isofluraangas heeft daarom de voorkeur. Ons besluit om inhalatie-anesthesie te kiezen hangt ook 
samen met het feit dat we recombinant RANKL, MIF en DDT (en andere stoffen, zoals siRNA) 
pulmonaal willen toedienen. Orale toediening is bijvoorbeeld niet mogelijk in verband met degradatie 
van eiwitten in de maag. Parenterale toediening is ook niet ideaal omdat RANKL, MIF en DDT snel via 
de nieren kan worden uitgescheiden (vanwege hun gelimiteerde grootte). Dit zou als gevolg hebben 
dat de eiwitten zeer frequent moeten worden toegediend. Zeer frequente parenterale toediening van 
eiwitten zal ongetwijfeld snel ernstig ongerief veroorzaken. Vandaar dat pulmonale toediening van 
RANKL, MIF en DDT sterk de voorkeur heeft (naast de andere voordelen zoals omschreven in onze 
reactie op punt 5). Pulmonale toediening vereist overigens wel het gebruik van een anestheticum, 
waarvan isofluraangas het meest optimale is. In sectie H van Appendix 2 bespreken we nu uitvoeriger 
waarom we isofluraangas willen gebruiken. Nieuwe passage: "Isoflurane anaesthesia will be used for 
pulmonary administration of elastase, bleomycin, and silica as well as of pharmacological agents (as 
solutions and as dry powders). In comparison to other types of anaesthesia (e.g., parenteral 
administration of ketamine and xylazine), the use of isoflurane is considerably safer (lower chances of 
cardiac depression) and less invasive (no injections). Isoflurane has a quick onset of effects and 
animals recover rapidly after halting isoflurane exposure. Analgesics will not be used throughout the 
experiment as the induction of COPD and pulmonary fibrosis do not cause pain that can be treated 
with analgesics. Furthermore, the use of analgesics may affect the functioning of the immune system, 
which is involved to a great extent in the development of COPD and pulmonary fibrosis." 

12/ Wij hebben de opzet van dit experiment aangepast (zie sectie B van Appendix 2). Het is de 
bedoeling om een groep onbehandelde muizen mee te nemen in het experiment die op hetzelfde 
tijdstip worden gedood als de muizen in de andere twee groepen (vehicle-groep en elastase-groep). 
Het gebruik van onbehandelde muizen is nodig om uit te kunnen sluiten dat het vehicle een effect 
heeft op het ontstaan van COPD met emfyseem. Nieuwe passage: 

State 

1 Mild Week 3 Untreated mice Healthy 

Treatment Sacrifice Discomfort 
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Healthy 2 Vehicle-control Week 3 Mild 

3 Diseased  Elastase-treatment  Week 3  Moderate 

13/ Het gebruik van elastase om COPD (met het emfyseem-fenotype) te induceren is veelvuldig 
omschreven in de wetenschappelijke literatuur. Wij hebben daarom aan de hand van gepubliceerde 
studies ons experiment opgezet (zie Appendix 2). 

- 14/ Wij bedoelen in dit geval een gewichtsverlies van meer dan 15% ten opzichte van dag 0 (d.w.z. 
start van het experiment). Deze informatie ontbrak, maar is nu omschreven in sectie 3 van Appendix 
2. Nieuwe passage: "Throughout experiments, animals will develop either COPD or pulmonary fibrosis, 
meaning that we will carefully monitor the animals for signs of severe discomfort. The overall well-
being of animals will be scored based on changes in weight, breathing, posture, behavior, coat, and 
alertness. Mice will be weighed and assessed prior to treatment, and five times per week for the 
remainder of the experiment. Changes in behavior and substantial weight loss (> 15% in comparison 
to day 0) indicates discomfort, meaning that we will prematurely euthanize the animal to avoid further 
pain, suffering, and/or fear." 

15/ Wij hebben de term 'minilong' veranderd naar 'organoïden'; met daarbij een korte toelichting dat 
organoïden in ons geval mini-luchtwegen en mini-longblaasjes betreft (zie sectie 3 en 4 van de NTS). 
Nieuwe passage: "Hiervoor willen we gebruikmaken van organoïden (mini-luchtwegen en mini-
longblaasjes gemaakt uit een bepaalde soort stamcellen) en diermodellen." 

Vervolgvraag (27-11-2020): 
1/ De DEC heeft uw revisie en antwoorden op de vragen geëvalueerd. De veranderingen die zijn 
doorgevoerd n.a.v. vraag 2 en daarop volgende vragen zijn naar mening van de DEC bevredigend en 
ook voldoende beredeneerd. Echter, de motivatie waarom u het stuk wat correspondeert met vraag 1 
wil houden zoals het is, vindt de DEC onbevredigend en wetenschappelijk niet verdedigbaar. U schrijft 
n.a.v. vraag 1: ' Desalniettemin kunnen organoïden gebruikt worden om processen te modeleren die 
betrokken zijn bij epitheelherstel en -regeneratie.' Dit is geen valide redenering. Het gebruik van een 
organoide systeem zonder validatie is naar mening van de DEC niet geschikt om het optreden 
van/aantonen van moduleerbaarheid van een pathologische proces bij mens of dier mee op te lossen. 
Het gebruik van een niet gevalideerd organoide is als een vergelijking van onbekenden waaraan nog 
extra onbekenden toegevoegd worden, waarna het in een ander (in vivo) model verder onderzocht zal 
worden. Naar mening van de DEC schiet dat niet op bij het oplossen van het probleem. Verder schrijft 
u: 'Ook kunnen we met behulp van organoïden het aantal benodigde proefdieren sterk reduceren.' 
Reductie van proefdieren is belangrijk, maar het is de DEC hier niet te doen om reductie van het aantal 
dierproeven opgenomen te krijgen in de aanvraag (of daar naar toe te redeneren). De DEC acht het 
belangrijker dat een onderzoek inzichten oplevert waarmee men verder kan (en mogelijk als gevolg 
hiervan er in de toekomst minder proefdieren gebruikt kunnen worden), dan dat de aanvrager zich in 
een stelling wringt die wetenschappelijk niet te verdedigen is. De DEC zou dan voorstellen om het 
organoid model en het diermodel niet sequentieel gebruikt maar parallel /overlappend want er spelen 
zich verschillende en -in beiden- incomplete vormen af van de pathofysiologie in de mens. Het is dus 
wetenschappelijk meer verantwoord om deze twee modellen parallel te gebruiken en dan voor lief te 
nemen dat dit in de huidige proefopzet niet tot proefdierreductie leidt. In dit geval zou het onderzoek 
niet translationeel zijn, maar fundamenteel. Kunt u op bovenstaande reageren? 

Antwoord (07-12-2020): 
1/ Wij sturen u hierbij de gewijzigde documenten van onze aanvraag, rekening houdende met het 
voorstel van de dierexperimentencommissie over het gebruik van organoids. We hopen dat de 
wijzigingen naar tevredenheid van de dierexperimentencommissie zijn doorgevoerd. 

11. Eventuele adviezen door experts (niet lid van de DEC) n.v.t. 
Aard expertise 
Deskundigheid expert 

- Datum verzoek 
Strekking van het verzoek 
Datum expert advies 

- Advies expert 

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling) 

1. Is het project vergunningplichtig (dierproeven in de zin der wet)? Indien van 
toepassing, licht toe waarom het project niet vergunningplichtig is en of daar 
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discussie over geweest is. 
Indien niet vergunningplichtig, ga verder met onderdeel E. Advies. 
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 past bij voorbeeld 4b van de handreiking invulling definitie 
project. 

Chronische schade aan epitheelcellen speelt een belangrijke rol in de 
pathogenese van zowel COPD als longfibrose. Het doel van het project is het 
ontrafelen van mechanismen die betrokken zijn bij longepitheel herstel, dit 
om regeneratie van ziek longweefsel te kunnen bevorderen. De aanvragers 
hebben recent betrokkenheid van drie cytokines bij longepitheel herstel 
gevonden (RANKL, MIF en DDT). Verondersteld wordt dat ontregeling van 
deze factoren bijdraagt aan de ontwikkeling van COPD en longfibrose. Om 
deze hypothese te testen willen de aanvragers in vitro en in vivo 
experimenten uitvoeren. In in vitro experimenten met long organoïden zal 
het mechanisme van epitheliaal herstel (e.g. epitheelcelproliferatie, 
remming apoptose) onderzocht worden, met focus op de rol van RANKL, MIF 
en DDT hierbij. Omdat long organoïden niet alle complexe structuren 
vertegenwoordigen die in de longen aanwezig zijn zullen de effecten van 
RANKL, MIF en/of DDT ook in in vivo muismodellen van COPD (geïnduceerd 
door ofwel sigarettenrook ofwel elastase) en longfibrose (geïnduceerd door 
ofwel bleomycine ofwel silica) onderzocht worden (bijlage 2). Bovenstaande 
zal in parallel onderzocht worden. 

De hierboven beschreven delen vormen een complementair en coherent 
geheel. In de aanvraag zijn de handelingen en het ongerief voor individuele 
dieren, en ook de uitkomstparameters duidelijk beschreven. De DEC is op 
grond van bovenstaande van mening dat dit project toetsbaar is. 

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 EM kan beoordelen is er geen mogelijk tegenstrijdige 
wetgeving die uitvoering van het project/deze wijziging in de weg kan 
staan. 

3. Beoordeel of de in de projectaanvraag aangekruiste doelcategorie(ën) 
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aansluit(en) bij de hoofddoelstelling. Nevendoelstellingen van beperkt belang hoeven 
niet te worden aangekruist in het projectvoorstel. 

Het project wordt naar mening van de DECIME terecht als fundamenteel 
gekarakteriseerd. Het fundamentele aspect van het project bestaat uit het 
ontrafelen van mechanismen die betrokken zijn bij weefselherstel in COPD 
en longfibrose, met focus op de effecten van RANKL, MIF en DDT op long 
epitheel regeneratie. 

Belangen en waarden 

4. Benoem zowel het directe doel als het uiteindelijke doel en geef aan of er een directe 
en reële relatie is tussen beide doelstellingen. Beoordeel of het directe doel 
gerechtvaardigd is binnen de context van het onderzoeksveld (Zie Praktische 
handreiking ETK: Stap 1.C4; zie bijlage I voor voorbeeld). 

Het directe doel is het ontrafelen van mechanismen die betrokken zijn bij 
weefselherstel in COPD en longfibrose, met focus op de effecten van RANKL, 
MIF en DDT op long epitheel regeneratie. 

Het uiteindelijke doel is om nieuwe behandelingsstrategieën te identificeren 
die ingezet zouden kunnen worden bij de behandeling van COPD en long 
fibrose. 

Er is deels een relatie tussen het directe en uiteindelijke doel. De 
onderzochte cytokines zouden mogelijk onderdeel kunnen zijn van een 
toekomstige behandeling voor COPD en/of long fibrose. Naar mening van de 
DEC is het directe doel ook zeker gerechtvaardigd binnen de context van het 
onderzoeksveld. 

5. Benoem de belanghebbenden in het project en beschrijf voor elk van de 
belanghebbenden welke morele waarden in het geding zijn of bevorderd worden (Zie 
Praktische handreiking ETK: Stap 2.8 en tabel 1; zie bijlage I voor voorbeeld) 

De belangrijkste belanghebbenden in dit onderzoek zijn de proefdieren, 
onderzoekers en de samenleving. 

Waarden die voor proefdieren in het geding zijn: de integriteit van de dieren 
zal worden aangetast door verdoving, blootstelling aan sigarettenrook, 
toediening van elastase, bleomycine, silica of fysiologische zoutoplossing 
(intratracheaal), toediening van cytokines of siRNA (intranasaal of 
pulmonaal) en opoffering. 

De dieren zullen hiervan stress ondervinden en terminaal of licht tot 
maximaal matig cumulatief ongerief ondergaan. 

Waarden die voor de onderzoekers bevorderd worden: vergroting van kennis 
van mechanismen die betrokken zijn bij weefselherstel in COPD en 
longfibrose, met focus op de effecten van RANKL, MIF en DDT op long 
epitheel regeneratie. 

Waarden die voor de samenleving bevorderd worden: de uitkomsten van het 
project kunnen op termijn mogelijk bijdragen aan nieuwe 
behandelingsstrategieën bij COPD en long fibrose. 
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6. Is er aanleiding voor de DEC om de in de aanvraag beschreven effecten op het milieu 
in twijfel te trekken? 

Er zijn in deze aanvraag geen aanwijzingen die aanleiding geven om effecten 
op het milieu te verwachten. 

Proefopzet en haalbaarheid 

7. Beoordeel of de kennis en kunde van de onderzoeksgroep en andere betrokkenen bij 
de dierproeven voldoende gewaarborgd zijn. Licht uw beoordeling toe. (Zie Praktische 
handreiking ETK: Stap 1.C5). 

De DEC:~ is bekend met de ruime ervaring van de aanvragers op dit 
onderzoeksgebied. De aanvragers hebben hier ook over gepubliceerd in 
tijdschriften zoals o.a. The American Journal of Physiology-Lung Cellular and 
Molecular Physiology, European Journal of Pharmaceutics and 
Biopharmaceutics, Respiratory Research. Naar mening van de DEC is 
hiermee de kennis en kunde van de aanvrager voldoende gewaarborgd. 

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). 

Het project is onderverdeeld in twee complementaire delen die in parallel 
zullen worden bewerkt (zie ook Cl). In een in vitro organoid model zal 
bepaald worden hoe RANKL, MIF en DDT effect hebben epitheliale reparatie. 
Hierbij kan het mechanisme ook (meer uitgebreid) bestudeerd worden door 
inzet van remmers van relevante moleculaire pathways en/of siRNA. 
Gelijktijdig met de organoid experimenten wordt onderzocht of RANKL, MIF 
en DDT in vivo (epitheel)weefselherstel stimuleren. Dit wordt onderzocht 
middels toediening van de cytokines en siRNA inhibitie experimenten. Voor 
het in vivo deel zullen eerst pilot experimenten worden uitgevoerd alvorens 
de volledige experimenten worden gestart. Pilot experimenten worden 
gedaan ten behoeve van: het opzetten van het elastase model (de andere 
modellen zijn reeds operationeel), siRNA /cytokine dosis optimalisatie en 
evaluatie van pulmonale toediening middels een aerosol generator. Indien 
succesvol (go no-go moment) wordt overgegaan naar het volledige 
experiment. Er worden verschillende COPD en longfibrose modellen 
onderzocht (zie punt Cl). De rationale hiervoor is dat het fenotype van COPD 
en longfibrose in patiënten heterogeen is en dat het van belang is om na te 
gaan hoe de verschillende fenotypen reageren op de interventies. Voor beide 
delen zijn de uitkomstparameters duidelijk en deze sluiten aan bij de 
doelstelling van het project. De DEC-~ is op grond van bovenstaande van 
mening dat het project goed is opgezet en dat de experimentele aanpak kan 
leiden tot het behalen van de doelstelling 

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 
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beperkende voorwaarden. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: 
Stap 1.C1; zie bijlage I voor toelichting en voorbeelden). 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 aanvrager heeft aangegeven dat verzorging en huisvesting van de dieren 
conform de richtlijn zullen zijn. Uit de aanvraag komen ook geen 
wetenschappelijke redenen naar voren die aanleiding zouden kunnen geven 
om hier van af te wijken. 

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). 

In de bijlages (bijlage 1; onder K, en bijlage 2 in tabellen; onder B en onder 
K) geeft de aanvrager, per deel, voor elke behandeling duidelijk weer wat 
het ongerief zal zijn. Ook wordt vermeld wat de verwachte duur en 
frequentie van de behandeling zal zijn. Hiermee wordt het cumulatieve 
ongerief -maximaal matig - realistisch ingeschat. Naar mening van de DEC- 

is op grond van bovenstaande het cumulatieve ongerief realistisch 
ingeschat. 

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 wordt aangetast door verdoving, blootstelling 
aan sigarettenrook, toediening van elastase, bleomycine, silica of 
fysiologische zoutoplossing (intratracheaal), toediening van cytokines of 
siRNA (intranasaal of pulmonaal) en opoffering. 

13. Beoordeel of de criteria voor humane eindpunten goed zijn gedefinieerd en of goed is 
ingeschat welk percentage dieren naar verwachting een humaan eindpunt zal 
bereiken. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 1.C3). 

De aanvrager geeft aan dat humane eindpunten kunnen ontstaan voor 
dieren die COPD of long fibrose ontwikkelen. Het welzijn van de dieren zal 
worden gescoord op basis van veranderingen in gewicht, ademhaling, 
houding, gedrag, vacht en alertheid. Muizen zullen worden gewogen en 
beoordeeld voorafgaand aan de behandeling, en vijf keer per week voor de 
rest van het experiment. Veranderingen in gedrag en substantieel 
gewichtsverlies (> 150/0 in vergelijking met dag 0) zijn hierbij humane 
eindpunten. Op basis van eigen ervaring en de literatuur maakt de 
aanvrager de inschatting dat < 10/0 van de dieren met rook-geïnduceerde 
COPD, silica-geïnduceerde fibrose en het elastase-model de humane 
eindpunten bereiken. Voor de dieren met de Bleomycine-geïnduceerde 
fibrose zal dat ongeveer 5% van de dieren zijn. Op grond van bovenstaande 
is de DEC-® van mening dat de humane eindpunten goed gedefinieerd 
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zijn. 

3V's 

14. Beoordeel of de aanvrager voldoende aannemelijk heeft gemaakt dat er geen 
geschikte vervangingsalternatieven zijn. Licht uw beoordeling toe (Zie Praktische 
handreiking ETK: Stap 1.C3). 

De aanvrager geeft aan dat epitheel regeneratie niet met traditionele 
celkweek na te bootsen is. Hiervoor is een (meer complexe) organoide 
nodig. Deze kan alleen gekweekt worden met -uit de long geïsoleerde-
Epcam+ cellen. Long organoïde studies met primaire epitheelcellen uit 
menselijk weefsel zijn in principe mogelijk. Echter, het weefsel is moeilijk 
verkrijgbaar en het genereert vaak resultaten met een relatief hoge 
variabiliteit, dit omdat het weefsel van de patiënt door verschillende ziekte-
achtergronden en behandelingen wordt beïnvloed. Er zijn geen alternatieve 
modellen die de complexe interacties in longweefsel (met o.a. het 
immuunsysteem) in vivo kunnen nabootsen. Om de effecten van RANKL, MIF 
en DDT op COPD en long fibrose goed aan te tonen zijn levende dieren nodig. 
Naar mening van de DEC is de aanvrager hiermee aan dit punt voldoende 
tegemoetgekomen. 

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). 

De aanvrager geeft aan dat groepsgroottes gebaseerd zijn op eerdere 
ervaringen en power berekeningen. Voor elk deel is ook gedetailleerd , per 
experiment en in tabellen, aangegeven wat het test programma zal zijn qua 
condities (e.g. te testen cytokine/ inhibitor/ siRNA, COPD of long fibrose 
model). Door het gebruik van in vitro organoiden kunnen per dier veel 
condities getest worden. Door het includeren van (in vivo) pilot studies en 
go no-go momenten (zie C8) wordt er met zo min mogelijk dieren gewerkt 
waarmee een betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. 

De door de aanvrager aangedragen informatie geeft naar mening van de 
DEC een helder en realistisch beeld van het aantal te gebruiken dieren. 

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 aanvrager geeft aan dat verfijning bijvoorbeeld bestaat uit de keuze voor 
organoiden, waardoor dieren niet blootgesteld hoeven te worden aan 
(meerdere) drugs/ inhibitors. Blootstelling aan rook zal ook geleidelijk 
opgevoerd worden waardoor er geen acute toxische effecten kunnen 
optreden. Naar mening van de DECME wordt hiermee aan dit punt 
voldoende tegemoetgekomen. 

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. 
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N.v.t. 

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). 

Dieren van beide geslachten zullen worden gebruikt. 

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). 

De dieren zullen worden gedood in het kader van het project. Dit is nodig om 
weefsel te verzamelen voor verdere analyse. Dieren worden gedood middels 
verbloeding onder anesthesie. Er wordt dus een voor de diersoort passende 
dodingsmethode conform bijlage IV van richtlijn 2010/63/EU gebruikt. 

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-11.1 is dit het geval. 

D. Ethische afweging 

5. Benoem de centrale morele vraag 
Rechtvaardigen de doelstellingen van het project: "Effects of RANKL, MIF, and 
DDT on epithelial repair in the lungs " het terminale en licht tot matige ongerief, 
dat de proefdieren wordt aangedaan in het onderhavige project? 

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: Voor de betrokken dieren 
leiden deze proeven tot terminaal of licht tot maximaal matig ongerief. Ten 
gevolge van de proeven zullen de dieren stress ondervinden. De integriteit 
van de dieren wordt aangetast door verdoving, blootstelling aan 
sigarettenrook, toediening van elastase, bleomycine, silica of fysiologische 
zoutoplossing (intratracheaal), toediening van cytokines of siRNA 
(intranasaal of pulmonaal) en opoffering. 
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Algemeen: Vergroting van kennis m.b.t. mechanismen die betrokken zijn bij 
weefselherstel in COPD en longfibrose, met focus op de effecten van RANKL, 
MIF en DDT op long epitheel regeneratie. Deze kennis kan op termijn 
mogelijk bijdragen aan nieuwe behandelingsstrategieën bij COPD en long 
fibrose. 

12. De DEC— is van mening dat de belangen van de samenleving in het algemeen en 
de wetenschap in het bijzonder binnen het project "Effects of RANKL, MIF, and 
DDT on epithelial repair in the lungs" zwaarder wegen dan de belangen/waarden 
van de dieren. 

Indien de doelstellingen bereikt worden, zal dit project leiden tot een relevante 
uitbreiding van wetenschappelijke kennis m.b.t. mechanismen die betrokken zijn bij 
weefselherstel in COPD en longfibrose, met focus op de effecten van RANKL, MIF en 
DDT op long epitheel regeneratie. Vandaar dat de DES het onderhavige 
onderzoek vanuit wetenschappelijk oogpunt van reëel belang acht. Het is aannemelijk 
dat de doelstelling behaald zal worden. 

Bij deze aanvraag heeft de DEC gediscussieerd of en in hoeverre proeven met 
sigarettenrook nog te verantwoorden zijn (zie punt E3 hieronder). Verder is 
gediscussieerd over in hoeverre een (relatief primitief) organoide het proces van 
regeneratie van door COPD beschadigd longweefsel voldoende nabootst. M.a.w. in 
hoeverre het geschikt is om, voorafgaand aan een in vivo experiment, een hypothese 
mee te kunnen aannemen of verwerpen. Naar mening van de DEC zou het organoid 
model en het diermodel niet sequentieel gebruikt moeten worden maar parallel 
/overlappend want er spelen zich verschillende en -in beiden- incomplete vormen af 
van de pathofysiologie in de mens. Parallel gebruik van de twee modellen zou dan 
complementaire informatie kunnen opleveren. Verder is de vraag gesteld waarom alle 
modellen nodig zijn en waarom de cytokines niet via een andere route toegediend 
kunnen worden waarbij deze dan bijvoorbeeld vanaf de endotheliale kant de long 
betreden (dit is de route die deze endogene stoffen van nature gebruiken). Met de 
gereviseerde versie van de aanvraag heeft de aanvrager deze punten voldoende 
geadresseerd. 

Beantwoord de centrale morele vraag. 
Maak voor het beantwoorden van deze vraag gebruik van bovenstaande 
afweging van morele waarden. 

13. De DEC_ beantwoordt de centrale morele vraag: Rechtvaardigt de doelstelling 
van het project "Effects of RANKL, MIF, and DDT on epithelial repair in the 
lungs", dat gericht is op het ontrafelen van mechanismen die betrokken zijn bij 
weefselherstel in COPD en longfibrose, de opoffering en het terminale of lichte tot 
matige ongerief dat de dieren wordt aangedaan in het voorliggende project 
bevestigend. 

Hoewel de DEC..' de intrinsieke waarde van het dier onderschrijft en oog heeft 
voor het te ondergane ongerief van de proefdieren, weegt het reële belang van dit 
project naar haar mening zwaarder. 

De DEC-MI is van mening dat de voorgestelde experimentele opzet en 
uitkomstparameters logisch en helder aansluiten bij de aangegeven doelstelling en 
dat de gekozen strategie en experimentele aanpak zeer waarschijnlijk leiden tot het 
behalen van de doelstelling binnen het kader van het project. De onderzoekers 
beschikken over de benodigde kennis en technische expertise om het voorgestelde 
werk goed uit te voeren. 
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In de gekozen strategie wordt op bevredigende wijze tegemoet gekomen aan de 
vereisten van vervanging, vermindering en verfijning. De DEC~ is er van 
overtuigd dat de aanvrager voldoende maatregelen treft om zowel het ongerief van 
de dieren als het aantal benodigde dieren tot een minimum te beperken. De DEC 
is er ook van 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 DECIME de voorgestelde 
dierproeven in het projectvoorstel "Effects of RANKL, MIF, and DDT on epithelial 
repair in the lungs" als ethisch gerechtvaardigd en voorziet de DEC~ derhalve 
het onderhavige projectvoorstel van een positief advies. 

E. Advies 

1. Advies aan de CCD 

De DEC adviseert de vergunning te verlenen. 

2. Het uitgebrachte advies kan unaniem tot stand zijn gekomen dan wel gebaseerd zijn 
op een meerderheidsstandpunt in de DEC. Indien gebaseerd op een 
meerderheidsstandpunt, specificeer het minderheidsstandpunt op het niveau van 
verschillende belanghebbenden en de waarden die in het geding zijn (Zie Praktische 
handreiking ETK: Stap 4.A; zie bijlage I voor voorbeeld). 

Het uitgebrachte advies is unaniem tot stand gekomen. 

3. Omschrijf de knelpunten/dilemma's die naar voren zijn gekomen tijdens het 
beoordelen van de aanvraag en het opstellen van het advies zowel binnen als buiten 
de context van het project (Zie Praktische handreiking ETK: Stap 4.8). 

Het wetenschappelijk en maatschappelijk belang maken deze proeven in 
principe verantwoord. Daarbij kan wel de vraag worden gesteld of en in 
hoeverre proeven met sigarettenrook nog te verantwoorden zijn. Is hier 
geen tegenstelling met het breed gedragen maatschappelijk streven naar 
een rookvrije samenleving? Zoals ook bij eerdere vergelijkbare projecten 
kan de rechtvaardiging worden gevonden in de gegevenheid dat er nog 
steeds tal van mensen zijn die een (mede) door rookgedrag veroorzaakte 
longziekte hebben. Ook deze personen verdienen een optimale behandeling. 
En daaruit vloeit voort dat ook wetenschappelijk onderzoek te 
rechtvaardigen is (mits ook wordt voldaan aan andere randvoorwaarden). 
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Bijlagen 

3 

Datum 3 februari 2021 
Betreft Beslissing aanvraag projectvergunning Dierproeven 

Geachte 

Op 9 oktober 2020 hebben wij uw aanvraag voor een projectvergunning 
dierproeven ontvangen. Het gaat om uw project "Investigating factors that 
influence epithelial repair in lung tissue" met aanvraagnummer 
AVC111.1202011285. Wij hebben uw aanvraag beoordeeld. 

Beslissing 
Wij keuren uw aanvraag goed. Uit artikel 10a, eerste lid van de Wet op de 
dierproeven (hierna: de wet) volgt daarom dat het is toegestaan om uw 
project uit te voeren binnen de gestelde vergunningsperiode. Deze vergunning 
wordt afgegeven voor de periode van 3 februari 2021 tot en met 1 november 
2025. 

De onderbouwing van deze beslissing vindt u onder 'Overwegingen'. 

Procedure 

Advies dierexperimentencommissie 
Wij hebben advies gevraagd bij de dierexperimentencommissie 
(hierna: DEC). Dit advies is ontvangen op 17 december 2020. Bij de 
beoordeling van uw aanvraag is dit advies betrokken overeenkomstig artikel 
10a, derde lid van de wet. 

Pagina 1 van 3 




