








- Datum antwoord:
- Gestelde vragen en antwoorden:
- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag.

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

- Aard expertise: n.v.t.

- Deskundigheid expert: n.v.t.

- Datum verzoek: n.v.t.

- Strekking van het verzoek: n.v.t.
- Datum expert advies: n.v.t.

- Advies expert: n.v.t.

. Beoordeling (adviesvraag en behandeling)

> w N = w

C.

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

De aanvraag betreft een wijziging op een bestaande vergunning.

De DEC is competent om hierover te adviseren.

Geen enkel lid is uitgesloten van advisering vanwege betrokkenheid bij het onderzoek.

Beoordeling (inhoud):

1.

De aanvraag is toetsbaar en heeft voldoende samenhang. Het gaat om een project rond fibrose,
met een duidelijke strategie en opzet. De samenhang bestaat eruit dat in diverse organen een
vergelijkbaar fibroseproces kan ontstaan, waardoor het zinvol heeft dit proces in die organen in
samenhang te bestuderen. De verschillende studies kunnen informatie opleveren die van nut
zijn bij de overige studies. De DEC heeft om uitleg gevraagd over het includeren van een
subdoel. Naar aanleiding van het uitgebreide antwoord op deze vraag begrijpt de DEC dat ook
dit doel een directe invulling is van het eerste subdoel van de aanvraag, namelijk validatie en
verdere optimalisatie van de modellen. De DEC concludeert dat studies naar het fibroseproces
en therapieén in dit project worden gecombineerd met studies naar het verbeteren van
modellen en uitleesparameters. Voor de DEC is juist deze combinatie een sterk element in dit
projectvoorstel, omdat daarmee het werken voor opdrachtgevers gecombineerd wordt met een
sterke eigen inhoudelijke kennis en de daadwerkelijke mogelijkheid om modellen te verbeteren.
Zie hiervoor ook element 7 van het advies met betrekking tot de proefopzet en haalbaarheid.
De DEC heeft ook uitgebreid gesproken over het samenbrengen van 4 fibrosemodellen in een
aanvraag. Daarbij is de conclusie van de DEC dat het juist essentieel is om deze fibrosemodellen
niet te scheiden omdat a) in mensen ook verschillende organen aangetast kunnen zijn en b) dit
vermindering in het gebruik van dieren kan faciliteren. Dit omdat de modellen niet elk op
zichzelf staan, maar net als bij mensen meerdere uitingen van fibrose kunnen laten zien. Dit is
voor de wijziging gelijk gebleven.

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

de dierexperimenten in de weg zou kunnen staan. Dit is voor de wijziging gelijk gebleven.




3. De in de aanvraag aangekruiste doelcategorie(én) sluit(en) aan bij de hoofddoelstelling(en). Er is
sprake van translationeel/toegepast onderzoek, waarbij fibrose wordt bestudeerd in het dier in
combinatie met de transleerbaarheid naar de mens. Dit is voor de wijziging gelijk gebleven.

Belangen en waarden

4. Het directe doel van het project is het testen van nieuwe anti-fibrotische therapiemogelijkheden
in diverse fibrosemodellen die zo goed mogelijk bijdragen aan het voorspellen van klinische
effectiviteit. Het uiteindelijke doel van het project is de ontwikkeling van nieuwe medicijnen
tegen fibrose. De DEC TNO ziet deze samenhang duidelijk. Door het testen van therapieén, met
daarbij extra aandacht voor de transleerbaarheid naar de mens, kan dit project bijdragen aan
het daadwerkelijk ontwikkelen van goede medicijnen tegen fibrose. De DEC is daarom van
mening dat er in voldoende mate een relatie is tussen het directe doel en het uiteindelijke doel.
Dit is voor de wijziging gelijk gebleven.

5. De belangrijkste belanghebbenden in dit onderzoeksproject zijn: fibrosepatiénten en de muizen
en ratten die als proefdier gebruikt worden. Daarnaast hebben opdrachtgevers belang bij
informatie over hun product. Ook de uitvoerende organisatie en de medewerkers die aan het
onderzoek werken hebben een belang. Voor de patiénten zijn in het geding de waarden: leven,
gezondheid, welzijn, activiteiten kunnen ontplooien. Voor de proefdieren zijn in het geding de
waarden: leven, gezondheid, welzijn en natuurlijk gedrag kunnen vertonen. Voor de
opdrachtgevers en de uitvoerende organisatie gaat het voornamelijk om een economisch
belang. Voor de betrokken medewerkers van TNO gaat het gaat het om hun professionele
ontwikkeling. Dit is voor de wijziging gelijk gebleven.

6. De aanvrager geeft niet aan nadelige effecten op het milieu te verwachten. De DEC ziet geen
aanleiding om aan te nemen dat zich toch nadelige effecten zullen voordoen. De dieren worden
gehuisvest onder veilige condities en zullen geen gevaar opleveren voor het milieu. De
vergunninghouder heeft geborgd dat potentieel milieubelastend afvalmateriaal op passende
wijze wordt afgevoerd. Dit is voor de wijziging gelijk gebleven.

Proefopzet en haalbaarheid

7. De kennis en kunde van de onderzoeksgroep en andere betrokkenen bij de dierproeven zijn
voldoende gewaarborgd en dragen eraan bij dat de doelstellingen behaald kunnen worden, dat
aan de 3V-beginselen voldaan kan worden en dat voorkomen kan worden dat mens, dier en
milieu negatieve effecten ondervinden als gevolg van de dierproeven. De aanvrager geeft aan
bij 3.2 in het projectvoorstel dat de betrokken onderzoekers jarenlange ervaring hebben in het
veld, inclusief een uitgebreid inhoudelijk netwerk waarbinnen wordt samengewerkt. In het
antwoord op vraag 1 van de DEC aan de aanvrager komt bovendien een duidelijke focus naar
voren die de haalbaarheid versterkt. Op grond van deze beschrijvingen ziet de DEC geen reden
om te twijfelen aan de haalbaarheid zoals die is omschreven. Dit geldt ook voor de toepassing
van de 3 V's, mede door het antwoord op de door de DEC gestelde vraag 3, naar



literatuuronderzoek inzake modellen. Hier geeft de aanvrager aan goed op de hoogte te zijn
van actuele literatuur, maar ook met een kritische houding staat tegenover de publicaties in dit
veld. De aanvrager beschrijft derhalve een netwerk van experts waar men een reéler beeld vindt
van de transleerbaarheid van de resultaten in dit veld. Dit is voor de wijziging gelijk gebleven.

8. Het project is goed opgezet, de voorgestelde experimentele opzet en uitkomstparameters
sluiten logisch en helder aan bij de aangegeven doelstellingen en de gekozen strategie en
experimentele aanpak kan leiden tot het behalen van de doelstelling binnen het kader van het
project. De aanvrager beschrijft een uiteindelijk doel van de onderzoekslijn, maar specificeert
ook concrete, haalbare doelen voor dit project: therapiemogelijkheden testen en daarbij
modellen voor fibrose verbeteren wat betreft het voorspellen van klinische effectiviteit. De DEC
neemt mee in haar weging dat een deel van het project ingegeven wordt door de mogelijkheid
om het diermodel en daarmee de transleerbaarheid te verbeteren. Het antwoord getuigt van het
feit dat deze verbeteringen daadwerkelijk haalbaar zijn en zelfs tot verbeteringen kunnen leiden
in de internationale gemeenschap in handen van deze groep. De aanvrager stelt namelijk niet
alleen modellen te verbeteren, maar de wegen te kennen om ook de acceptatie van dergelijke
verbeteringen door de FDA te realiseren. Het antwoord van vraag 1 samen met vraag 3 geeft in
de ogen van de DEC een unieke combinatie weer van een onderzoeksomgeving waar het
probleem wordt aangepakt met een multidisciplinair team met expertise en netwerk op het
gebied van fibrose in vitro, in vivo, translatie en wet- en regelgeving. Dit is voor de wijziging
gelijk gebleven.

Welzijn dieren

9. Eris geen sprake van de volgende bijzonderheden op het gebied van categorieén van dieren,

omstandigheden of behandeling van de dieren:

[—_—| Bedreigde diersoort(en) (10e lid 4)

L] Niet-menselijke primaten (10e)

D Dieren in/uit het wild (10f)

[ Niet gefokt voor dierproeven (11, bijlage | EU richtlijn)

|:| Zwerfdieren (10h)

I:l Hergebruik (1e lid 2)

[ ] Locatie: buiten instelling vergunninghouder (109g)

[ ] Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13)

[ ] Dodingsmethode niet volgens bijlage IV EU richtlijn (13c lid 3)
Dit is voor de wijziging gelijk gebleven.

10. De dieren worden gehuisvest en verzorgd op een wijze die voldoet aan de eisen die zijn
opgenomen in bijlage Il van de EU-richtlijn. Dit is voor de wijziging gelijk gebleven.

11. Het cumulatieve ongerief als gevolg van de dierproeven is realistisch ingeschat en
geclassificeerd. Het is ingeschat als voor het gros van de dieren maximaal matig en voor een
klein percentage ernstig (0,5%). De DEC is van mening dat deze percentages realistisch zijn




12.

13.

14.

15.

ingeschat. De DEC heeft gediscussieerd over de vraag of extra monitoring dit percentage zou
kunnen verlagen. In het antwoord op vraag 6 van de DEC maakt de aanvrager duidelijk dat de
monitoring passend is ingeregeld om het percentage dieren dat ernstig ongerief ondergaat zeer
laag te houden. Daarnaast maakt de aanvrager in het antwoord op vraag 2 van de DEC duidelijk
dat er geen extra ongerief is inherent aan de foklijnen van transgene muizen. Dit is voor de
wijziging gelijk gebleven. |

De integriteit van de dieren wordt aangetast in die zin dat ze als proefdier worden gebruikt en
worden gedood. Er is geen andere aantasting van de integriteit van het dier. Dit is voor de
wijziging gelijk gebleven.

De humane eindpunten zijn in de bijlagen goed gedefinieerd en het percentage dieren dat naar
verwachting een humaan eindpunt bereikt is goed ingeschat. Het gaat om lage percentages en
de criteria zijn duidelijk geformuleerd en door de DEC passend bevonden. Dit is voor de
wijziging gelijk gebleven.

3V's

De aanvrager heeft voldoende aannemelijk gemaakt dat er geen geschikte
vervangingsalternatieven zijn voor het bestuderen fibrotische aandoeningen. Dit heeft te maken
met de complexiteit van deze aandoeningen. De DEC ziet in dat met name het afweersysteem
van een levend organisme op dit moment nog niet nagebootst kan worden. De DEC neemt mee
in haar weging dat de vergunninghouder ook een onderzoeksprogramma heeft op het gebied
van in vitro-modellen. Ook beschrijft de aanvrager in de strategie dat geschikte targets
geidentificeerd worden op basis van bijvoorbeeld literatuur, humane studies en/of in vitro-
testen. Vervolgens wordt voor het valideren of modificatie van het target inderdaad tot
verandering van pathologie kan leiden gebruik gemaakt van in vitro testen, ex vivo testen met
humaan weefsel, naast het gebruik van in vivo testen in transgene dieren. Daarmee is het voor
de DEC helder dat het gebruik van dieren het moment is dat er geen alternatieven zijn zonder
dieren. De DEC vertrouwt erop dat de IvD hierop op experimentniveau zal toezien. Dit is voor de
wijziging gelijk gebleven.

Het aantal te gebruiken dieren is realistisch ingeschat op grond van literatuur en statistiek. Er is
een heldere strategie om ervoor te zorgen dat tijdens het project met zo min mogelijk dieren
wordt gewerkt waarmee een betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. Deze strategie
bestaat uit het raadplegen van erkende statistische berekeningsmethoden en het combineren
van meerdere modellen in dieren. In de bijlagen 1 en 2 laat de aanvrager zien alert te zijn op
mogelijkheden voor vermindering. Bijlage 1: in het verleden zijn uitleesparameters verminderd,
waardoor de groepsgrootte verkleind kon worden. Bijlage 2: door een andere
anesthesiemethode kon de uitval worden verminderd (waardoor minder dieren nodig zijn voor
betrouwbare uitkomsten). In het antwoord op vraag 9 van de DEC bevestigt de aanvrager dat
men op de hoogte is van de gevolgen van het stellen van eisen aan de power van het
experiment, namelijk het gebruik van meer dieren. Maar de DEC is ervan overtuigd dat het



16.

17.

18.

19.

20.

21.

gebruik van meer dieren dan ook een sterker resultaat zal genereren, wat extra dierproeven
daarna zal kunnen voorkomen. Dit is voor de wijziging gelijk gebleven.

Het project is in overeenstemming met de vereiste van verfijning van dierproeven en het project
is zodanig opgezet dat de dierproeven zo humaan mogelijk kunnen worden uitgevoerd, en dat
de dierproeven met zo min mogelijk stress en ongerief gepaard gaan. Zo worden er modellen
gekozen waarin fibrotische aandoeningen zich relatief snel manifesteren op moleculair-
biologisch niveau en krijgen herstellende dieren een warmtematje (bijlage 2). Dit zijn enkele
voorbeelden waaruit wij opmaken dat er aantoonbaar aandacht voor verfijning is. Met het
antwoord op vraag 6 van de DEC is bovendien duidelijk geworden hoe monitoring van het
ongeriefniveau plaatsvindt. Dit is voor de wijziging gelijk gebleven.

Er is geen sprake van wettelijk vereist onderzoek. Dit is voor de wijziging gelijk gebleven.

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef

In de bijlagen staat beschreven hoe soms mannelijke en soms vrouwelijke dieren zullen worden
gebruikt, in overleg met de opdrachtgever. De strategie en onderbouwing hierbij vindt de DEC
overtuigend. De DEC is er dan ook van overtuigd dat de aanvrager in voldoende mate
wetenschappelijk heeft onderbouwd dat het, om de doelstellingen te bereiken, noodzakelijk is
om de proeven variérend met mannelijke, dan wel vrouwelijke dieren uit te voeren. Zo wordt in
bijlage 1 gekozen voor mannelijke muizen omdat zij sneller longfibrose ontwikkelen dan
vrouwtjes. Bij ratten is het vrouwelijke model gevalideerd, maar is na eventuele validatie van het
mannelijke model gebruik van dat model een mogelijkheid. In de beschikking heeft de CCD de
voorwaarde gesteld dat mannelijke en vrouwelijke dieren in evenredige aantallen worden
gebruikt, met als doel het fokoverschot te beperken. Nu is gebleken dat tot nu toe ongeveer
75% van de gebruikte dieren man is, en ongeveer 25% vrouw (van de bijna 410 dieren gebruikt
in studies) en dat er wetenschappelijke redenen zijn om dit onevenredige gebruik voor de
verdere duur van de looptijd voort te zetten. Dit wordt uitgebreid toegelicht in een
begeleidende brief en bijgevoegde referenties. De DEC vindt deze argumentatie overtuigend.

De dieren worden in het kader van het project gedood, omdat het noodzakelijk is voor de te
behalen doelen om weefsels van de dode dieren te bestuderen. De dieren worden volgens een,
bijlage IV van de EU-richtlijn, passende methode gedood. Dit is voor de wijziging gelijk
gebleven.

Omdat in het projectvoorstel specifieke typen muizen en ratten worden aangevraagd, is de
vraag over herplaatsing/hergebruik niet van toepassing. Dit is voor de wijziging gelijk gebleven.

NTS

De niet-technische samenvatting is een evenwichtige weergave van het project en is begrijpelijk
geformuleerd. Dit is voor de wijziging gelijk gebleven. In de NTS is bij 3.4 een toevoeging




gedaan die los staat van het evenredige gebruik van de geslachten: “(in zeer uitzonderlijke
gevallen zal dit oplopen tot ernstig ongerief).” Deze toevoeging lijkt ingegeven door een
realistischer beeld dat inmiddels is ontstaan en verandert niet de inschatting van de
ongeriefcategorie, zolang het inderdaad om zeer uitzonderlijke gevallen gaat. Daarom vindt de
DEC deze toevoeging acceptabel. ’

D. Ethische afweging

1. De centrale morele vraag luidt: rechtvaardigt het verkrijgen van inzicht in processen en
therapieén bij fibrose-aandoeningen de dood van maximaal 24.000 muizen en maximaal 4.000
ratten, en daarbij voor 10% van de dieren licht ongerief, 89,5% matig ongerief en 0,5% ernstig
ongerief? Dit is voor de wijziging gelijk gebleven. '

2. De DEC TNO is van mening dat het maatschappelijk belang van inzicht in processen en
therapieén bij fibrose-aandoeningen in dit project zwaarder weegt dan het belang van de
proefdieren om niet aan de proeven te worden onderworpen, met bijkomend ongerief. Indien
de doelstellingen bereikt worden, wat aannemelijk is, is dat een stap vooruit in de ontwikkeling
van betere therapieén ter voorkoming of genezing van fibrose-aandoeningen. Dit is voor de
wijziging gelijk gebleven.

3. De DEC is overtuigd van het belang van het doel, namelijk het verkrijgen van inzicht in
fibroseprocessen ten behoeve van de ontwikkeling van nieuwe medicijnen tegen fibrose. Door
de transleerbaarheid van de mens kan dit project bijdragen aan de ontwikkeling van dergelijke .
medicijnen. De waarden die voor patiénten in het geding zijn wegen zwaarder dan de waarden
die voor de proefdieren in het geding zijn. De voorgestelde experimentele opzet, in combinatie
met de deskundigheid van de uitvoerenden, kan daadwerkelijk bijdragen aan belangrijke
gezondheidsdoelen voor menselijke patiénten. Ook heeft de DEC op grond van het
projectvoorstel er vertrouwen in dat de aanvrager kan voldoen aan de 3V-voorwaarden. Dit is
voor de wijziging gelijk gebleven. '

E. Advies
1. Advies aan de CCD
<] De DEC adviseert de vergunning voor de wijziging te verlenen.
[ ] De DEC adviseert de vergunning te verlenen onder de volgende voorwaarden.
[ ] De DEC adviseert de vergunning niet te verlenen vanwege:
2. Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus. Dit is voor de wijziging gelijk gebleven.
3. Erzijn geen knelpunten/dilemma’s naar voren gekomen tijdens het beoordelen van de aanvraag

en het opstellen van het advies, behalve de vragen zoals die gesteld zijn aan de aanvrager. Deze
zijn door de aanvrager naar tevredenheid beantwoord. Dit is voor de wijziging gelijk gebleven.



> Retouradres Postbus 93118 2509 AC Den Haag

TNO (Nederlandse Organisatie voor Toegepast
Natuurwetenschappelijk Onderzoek)

Postbus 96800
2509 JE DEN HAAG

Datum 8 januari 2021
Betreft Beslissing Wijziging projectvergunning Dierproeven

Geachte _,

Op 19 november 2020 hebben wij uw aanvraag voor een wijziging op een
projectvergunning dierproeven ontvangen. Het gaat om uw project "Het
bepalen en valideren van de effectiviteit van nieuwe geneesmiddelen en het
onderzoeken van de mechanismen die betrokken zijn in het ontstekings- en
fibrose proces m.b.v. in vivo fibrose modellen.” met aanvraagnummer
AVD5010020172207-4. Wij hebben uw aanvraag beoordeeld.

Beslissing

Wij keuren uw wijzigingsaanvraag goed. Uit artikel 10a, eerste lid van de Wet
op de dierproeven (hierna: de wet) volgt daarom dat het vanaf de datum van

deze brief is toegestaan om de aangevraagde projectwijziging uit te voeren
binnen de gestelde vergunningsperiode. Deze vergunning is afgegeven voor
de periode van 1 november 2017 tot en met 31 oktober 2022.

Aan de vergunning hebben wij de volgende voorwaarde verbonden op grond

van artikel 10a1, tweede lid van de wet.

Beoordeling achteraf

Centrale Commissie Dierproeven

Centrale Commissie
Dierproeven

Postbus 93118

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

Onze referentie
Aanvraagnummer
AVDS5010020172207-4
Bijlagen

3

In dit project worden dierproeven toegepast die vallen in de categorie ernstig
volgens artikel 10b van de wet. Daarom bent u verplicht om na afloop van de
vergunning in een Beoordeling achteraf over uw project te rapporteren. Deze
beoordeling zal uiterlijk april 2024 plaatsvinden. Er zal dan conform artikel
10a2, derde lid van de wet, beoordeeld worden of de doelstellingen van het
project werden bereikt.

De onderbouwing van deze beslissing vindt u onder '‘Overwegingen'.
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Procedure Datum:
8 januari 2021

Aanvraagnummer:

. . . . AVD5010020172207-4
Advies dierexperimentencommissie

Wij hebben advies gevraagd bij de dierexperimentencommissic [REE=EY
DEC (hierna: DEC). Dit advies is ontvangen op 3 december 2020. Bij de
beoordeling van uw aanvraag is dit advies betrokken overeenkomstig artikel
10a, derde lid van de wet.

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

Beoordeling achteraf

Na afloop van het project moet er een beoordeling plaatsvinden zoals bedoeld
in artikel 10a1, eerste lid, onder d en artikel 10a1, derde lid van de wet. De
reden van deze beoordeling achteraf is dat in dit project dieren ernstig
ongerief ondergaan. Deze beoordeling zal uiterlijk april 2024 plaatsvinden.
Meer informatie over de eisen die gesteld worden bij de beoordeling achteraf
vindt u in de bijlage 'Weergave wet- en regelgeving'.

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.
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Meer informatie g?t‘"‘"_ o1

. T januari
Heeft u vrag.en, kijk dan op www.centraIecommlsaedlerproeven.nI, stuur-een Aanvraagnummer:
e-mail naar info@zbo-ccd.nl of neem telefonisch contact met ons op: 0900 28 AVD5010020172207-4

000 28 (10 ct/minuut).

Centrale Commissie Dierproeven
namens deze:

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: TNO (Nederlandse Organisatie voor Toegepast Natuurwetenschappelijk
Onderzoek)

Adres: Postbus 96800

Postcode en plaats: 2509 JE DEN HAAG

Deelnemersnummer: 50100

deze wijziging in de projectvergunning voor het tijdvak 1 november 2017 tot en met 31 oktober 2022,
voor het project "Het bepalen en valideren van de effectiviteit van nieuwe geneesmiddelen en het
onderzoeken van de mechanismen die betrokken zijn in het ontstekings- en fibrose proces m.b.v. in vivo
fibrose modellen." met aanvraagnummer AVD5010020172207-4, na advies van
dierexperimentencommissie De nieuwe DEC. De functie van de verantwoordelijk onderzoeker is
Onderzoeker. Voor de uitvoering van het project en voor de overeenstemming ervan met de verleende
projectvergunning is Research assistant verantwoordelijk. Het besluit is gebaseerd op de volgende
(aangepaste) stukken:
1 een aanvraagformulier projectvergunning dierproeven, zoals ontvangen op 19 november 2020
2 de bij het aanvraagformulier behorende bijlagen:
a Projectvoorstel, zoals ontvangen op 3 december 2020;
b Bijlagen dierproeven
e 3.4.4.1 Longfibrose in muis of rat, zoals ontvangen op 3 december 2020;
¢ 3.4.4.2 Nierfibrose in muis of rat, zoals ontvangen op 3 december 2020;
e 3.4.4.3 Huidfibrose in muis of rat, zoals ontvangen op 3 december 2020;
e 3.4.4.4 Leverfibrose in muis of rat, zoals ontvangen op 15 juni 2017;

c Niet-technische Samenvatting van het project, zoals ontvangen op 3 december 2020;
d Advies van dierexperimentencommissie, zoals ontvangen op 3 december 2020.
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Aanvraagnummer: AVD5010020172207-4

Ratten (Rattus norvegicus)

Naam proef |Diersoort/ Stam Aantal |[Ongerief
dieren
3.4.4.1 Longfibrose in muis of rat
Muizen (Mus musculus) 6.000 1,0% Ernstig
99,0% Matig
Ratten (Rattus norvegicus) 1.000 1,0% Ernstig
99,0% Matig
3.4.4.2 Nierfibrose in muis of rat
Muizen (Mus musculus) 3.000 1,0% Ernstig
99,0% Matig
Ratten (Rattus norvegicus) 800 1,0% Ernstig
99,0% Matig
3.4.4.3 Huidfibrose in muis of rat
Muizen (Mus musculus) 6.000 1,0% Ernstig
99,0% Matig
Ratten (Rattus norvegicus) 1.000 1,0% Ernstig
99,0% Matig
3.4.4.4 Leverfibrose in muis of rat
Muizen (Mus musculus) 6.000 1,0% Ernstig
. 99,0% Matig
1.000 1,0% Ernstig

99,0% Matig

Voorwaarden

Beoordeling achteraf
In dit project worden dierproeven toegepast die vallen in de categorie ernstig volgens artikel 10b van de
wet. Daarom bent u verplicht om na afloop van de vergunning in een Beoordeling achteraf over uw project
te rapporteren. Deze beoordeling zal uiterlijk april 2024 plaatsvinden. Er zal dan conform artikel 10a2,
derde lid van de wet, beoordeeld worden of de doelstellingen van het project werden bereikt.
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Geldende voorschriften

Wij wijzen u op onderstaande geldende voorschriften, die volgen uit artikel 1d, vierde lid, artikel 10, eerste

lid en/of artikel 10a3 van de wet.

e Go/ no go momenten worden voor aanvang van elk experiment afgestemd met de IvD.

e 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.

e Overige wettelijke bepalingen blijven van kracht.
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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 categorieén 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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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.

Beoordeling achteraf

Volgens artikel 10al, eerste lid onder d en derde lid van de wet worden projecten waarbij niet-menselijke
primaten worden gebruikt, projecten die als ernstig ingedeelde dierproeven omvatten of een dierproef die
leidt tot ernstige mate van pijn, lijden, angst of blijvende schade die waarschijnlijk langdurig zal zijn en
niet kan worden verzacht, achteraf beoordeeld.
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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.

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

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

1 General information

Provide the approval ‘1030020184825
number of the ‘Netherlands e e
Food and Consumer
Product Safety Authority’.

Provide the name of the Stichting Katholieke Universiteit Nijmegen
licenced establishment.

Provide the title of the - Host-microbe interactions; bacterial versus fungal infections.
project.

2 Categories

Please tick each of the ™ Basic research
following boxes that
applies to your project.

[] Translational or applied research

O 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

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

3 General description of the project

! 3.1 Background

kbe;cribe the project (motivation, background and context) with respect to the categoriés kséiéctéd in 2.

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

For routine production, describe what will be produced and for which uses.

For higher education or training, explain why this project is part of the educational program and
describe the learning targets.

The immune response is the most important defense system in the host to fight against pathogens. The
immune response naturally consists out of two types of responses, the so-called innate and adaptive
immune response. The innate immune response is very fast but relative unspecific whereas

 the adaptive response takes much longer but is more specific and immune-memory is able to develop.




The starting point for activation of the immune response is recognition of the pathogen. A large family of
pattern-recognition receptors (PRRs) are able to recognize specific patterns (Pathogen-associated
molecular patterns, PAMPs) either on the in-or outside of pathogens. After recognition of the pathogen by
PRRs intracellular signalling pathways are activated and the immune response is further guided by the
production of cytokines and chemokines.

In the last couple of years a lot of studies have been performed to unravel the specific immune
responses induced by either bacterial or fungal pathogens (overview of the international articles in
reviews in 1-3). These studies point out that many members of the PRR family play an important

role in the recognition and induction of the immune response by either Borrelia, Candida, or Aspergillus.
For example, the role of many members of the Toll-like receptor family including TLR2, TLR4, and TLR10
were demonstrated to be important in the pathogenesis of Lyme disease, Candidiasis, or Aspergillosis (1-
3). Next to Toll-like receptors, it could also be demonstrated that other PRR-family members are very
important in this process, such as NOD1 and NOD2, or CLRs such as Dectin-1 or DC-SIGN. Next to that,
it could even be demonstrated that patients having certain genetic variants in one of the PRRs suffer
much more from either bacterial or fungal infections and that modulation of the immune response in
these patients helped significantly (4). By assessing the specific recognition of bacterial and fungal
pathogens, the first step is taken into the broader understanding of this complex process. To get more
insight into the precise mechanism of bacterial and fungal recognition will eventually lead to better
treatment options and new study targets for designing new treatment stategies using immunotherapy.
Very recently we detected two immune members, TLR10 and IL-37, both involved in inhibiting immune
responses against Borrelia, Candida, Aspergillus and other pathogens that are able to inhibit the

immune response. These findings may be of high importance and therefore we want to start our research
with these candidates. At this moment, we know that these members inhibit the immune responses,
however, we do not know HOW they do this.

Most studies demonstrating roles of pattern recognition receptors in either Borrelia, Candida, or
Aspergillus infection only demonstrate candidates using for example genetic data, in vitro data, or lack
sufficient in vivo data to support their hypothesis. By combining this knowledge from the literature with
ex vivo and in vivo experiments as proposed in this project, we are able to strengthen the existing data
but also provide evidence for the involvement of the PRRs proposed in in vivo infection models using
Borrelia, Candida and/or Aspergillus. Examples of earlier projects such as this proposal by our group can
be found in (5-7). The different PRRs (such as TLRs) described in literature share intracellular signaling
pathways and proteins. These signaling pathways may also be affected in patients suffering from
disease. In this project, we want to detect these differences in infection models and assessing the
importance of these proteins in the pathogenesis. If these proteins play an important role in for example
the cytokine production by immune cells or the process of causing tissue damage, we also want to study
the effect on disease severity after modulation of these proteins in infection models.

To detect and select the proteins/targets that we want to study in these animal models of disease, we
take the following steps. In the last years we have built a cohort of around 200 healthy human
volunteers and another cohort consisting out of 500 healthy volunteers whereby immune cells were
stimulated with several pathogens/PRR ligands and cytokine responses were measured at several
timepoints. Next to that, transcriptome data, genetic data, microbiome measurements and metabolome
data are assessed (http://www FEXRE .org/). Using bioinformatics approaches new
targets are detected demonstrating an effect by the response against a certain pathogen. An example of
this was the inhibitor against HIF-1alpha being involved in Borrelia-induced IL-22 production (8). When a
target in these studies is detected, in vitro validation experiments are performed in our laboratory using
cell lines, primary human immune cell stimulation, or for example experiments using bone marrow
derived cells from earlier mouse experiments. When after these sets of experiments the selected targets
is still capable of demonstrating differences in the immune response against the specific pathogen we
want to make the step towards animal experiments to assess the role of the

target in disease pathogenesis.

For Borrelia, we are the only research group in the world that studies the pattern recognition receptors
involved at the recognition combining this with genetic data, cytokine responses and the role in the
pathogenesis caused by these pathogens. This approach is unique in the world but provides

a broader view on the results found and can be easily implemented in our studies regarding Candida or
Aspergillus. We are the only group in the world that is able to detect new targets that may influence



immune responses against Borrelia, Candida, or Aspergillus but supporting in vivo data is missing. To
combine these three pathogens in one study makes the resulting data even stronger. We are able to
detect differences in outcomes between the immune responses but next to that we can also easily detect
pathogen-specific targets to modulate the disease outcomes. The most ideal situation would be that a
target is detected specifically reacting on for example Borrelia-mediated immune responses that is able
being modulated (in phase 3 of this project) whereby the disease severity can be inhibited but that this
target is not reacting on the other pathogens studied.

Lyme disease, caused by the bacterium Borrelia burgdorferi sensu lato, is a growing health problem in
the Netherlands. Over 22.000 newly diagnosed Lyme patients per year are currently reported, but this
number is underestimated by missed cases. When patients suffer from persistent Lyme disease, due to
treatment failure, they cannot fully contribute to the economy. The incidence is increasing and the
current treatment strategies are very expensive for the Healthcare in the Netherlands. Novel treatment
modalities or a reduction in the clinical signs by modulation of the immune response may be applicable
for the treatment of other inflammatory diseases and will be cost-efficient for the society. Next to that,
understanding of the pathogenesis of Borrelia is also important from a fundamental point of view and
crucial for the development of new therapies. Other inflammatory diseases may also benefit from this
knowledge, since many of these diseases are mediated through the same PRRs including fungal
infections with either Candida or Aspergillus. The fungal pathogen Candida albicans is an important cause
of sepsis in immunocompromised patients.

These patients suffer from mortality rates between 30-40%. In these cases recognition of Candida plays
an important role in the protection of the host against this fungus. Aspergillus fumigatus is an '
opportunistic fungal pathogen that can cause invasive aspergillosis in immunocompromised hosts. These
patients require immunosuppressive therapy making them highly susceptible to aspergillosis. In these
patients, aspergillosis is associated with a high mortality with an overall 50% mortality rate.

Based on the findings described together with additional data external funding has been obtained to
extend this research line (ZonMW VENI grant). In this project, the role of the Toll-like receptor family
member (TLR10) next to other PRRs/signaling pathways such as TLR2, TLR4, NOD1, NOD2,

and/or Dectin-1 or cytokine signaling pathways will be further explored. Next to that, [EFIEERE grant
has been obtained to further extend this project the coming 5 years.

Knowledge about the immune recognition of these bacteria and fungi, next to the attraction of immune
cells to the place of infection, the pathological effect of the bacteria and fungi, and the induction of the
cytokine response in combined experimental settings are largely missing. Therefore, the main goal of this
research proposal is to characterize the immune response induced by these pathogens and identify
factors which can be modulated to have a significant effect on the pathogenesis in order to reduce the
clinical signs / pathogenesis. We want to study new targets, such as TLR10 as earlier described, but also

-we want to assess the role of mediators in PRR-signaling pathways such as p38, JNK, or NFkB. Before we
initiate an animal experiment in vitro experiments using either mouse or human cells will be performed.
If the results of the in vitro experiments show definite and promising results, then we will initiate the
mouse experiments. At this moment it is hard to state which targets will be studied since not all
signalling pathways are known. We will study targets involved in the TLR-signaling pathways but also
targets in cytokine production pathways or other pathways involved in the immune response against
either Borrelia, Candida, or Aspergillus.

Results coming from this proposal will lead to future study targets to improve faster diagnosis of these
bacterial and fungal infections. When the exact route of recognition of these pathogens by the host is
known, modulators could be provided to patients with early infection which shortens the infection time
and improves the chance of recovery in these patients. On the other hand, results from this project will
also provide more insight into infections caused by other pathogens since the pathogen recognition
systems partially overlap. Other research groups can use the data found and implement this in their own
research lines. : »

- Very importantly, our current understanding of the immunobiology of infections has been defined.in
laboratory mice strains due to the experimental advantages they offer, such as inbred homogeneity,
tools for genetic manipulation, the ability to perform kinetic tissue analyses starting with the onset of
disease, and tractable models. Despite revealing many fundamental principles of immunology, there is




growing concern that mice fail to capture relevant aspects of the human immune system, which may
account for failures to translate disease treatments from bench to bedside. Laboratory mice live in
abnaormally hygienic “specific pathogen free” (SPF) barrier facilities. For all these reasons, we also intend
to perform experiments in mice that were bred in conditions closer to those find in nature (wild-like
mice), such as those found in pet shops. These wild-like mice have been bred under all the rules of
housing and care and established by the law, so their welfare and health status is guaranteed. However,
they present a more varied genetic background and a much richer microbiocta, so they represent an
excellent tool to study the effects of infections in an animal human more representative of the human
situation, increasing the reproducibility, translatability and robustness of the results of the
experimentation with the animals.

Since the genetic backgrounds of the wild-type mice and wild-like mice are different, we will also have
littermates of the wild-type mice: half of them will be kept in their.original pathogen free conditions,
while the other half would be exposed to the wild-like mice conditions by keeping these wild-type and
wild-like mice in the same room and with bedding of the wild-like mice put in the cages of the wild-type
mice.

Initially, we will look at the role of specific PRRs and signaling molecules in bacterial and fungal infection
using knockout animals, wild-like animals and wild-type animals. These targets will be assessed using in
vitro experiments. Thereafter, infection models will be adapted to look into the role of these targets in an
in vivo situation. The in vivo behavior of these targets can only be assessed in animal models. Knowledge
obtained in these ex vivo and in vivo experiments will be used to select targets for modulation of the
immune response against these pathogens and will be used in in vivo experiments.

Inflammation will be initiated, followed by modulation of the selected targets and clinical signs and
cytokine production will be assessed. To do this, specific compounds or antibodies influencing the targets
will be applied on the animals before or during the infection. Thereafter, the effect on the inflammation
will be assessed. This knowledge is of great importance to apply on patients suffering from either Lyme
disease, Candidiasis, or Aspergillosis. The most ideal outcome of this study would be that we are able to
select a target that is capable of dampening the inflammation and thereby reducing the suffering for the
patient and reducing the duration of the illness.




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?

e If the main objective is not a research objective, which specific need(s) does this project respond to?

The purpose of this research is to characterize the immune response in bacterial, fungal, and
inflammatory diseases and to identify factors that can modulate the immune response.

Therefore, the aims in this project are:

1. Which components of PRR-signaling pathways (such as TLRs, CLRs, NLRs and cytokine signaling) are
crucial in the immune response against Borrelia bacteria, Candida spp, or Asperdillus spp?

2. Are we able to modulate this immune response and thereby influencing disease severlty by targeting
specific components in the signaling pathways induced by these pathogens?

Experiments described in this project will answer the question which components of the immune system
overlap between the different type of infections and which of the components are pathogen-specific. The
main focus of our department are infection and inflammation. This includes zoonoses like borreliosis, but
also commensal (Candida albicans) and pathogenic species (Aspergillus fumigatus). Borrelia, Candida,
and Aspergillus are studied in our department for more than 10 years and these species are
immunologically very interesting since the responses between these targets partly overlap, but also have
their own specific footprint. Next to that we discovered several genetic variants in immunological related
proteins that can influence disease susceptibility in all three types of infectious diseases. As also
described in 3.1 background, we are able to assess the role of different targets by making use of the two"
large cohorts consisting out of ISR By combining cytokine profiles, genetic
data, transcriptome analysis and metabolome measurements we are able to make a very strong analysis
for a target for either Borrelia, Aspergillus, or Candida since these pathogens were also included in the
cell stimulations in these cohorts. For these reasons we chose to study Borrelia, Candida and Aspergillus.
The information which will be obtained during these studies may also be applicable on other pathogens
but this is beyond the scope of the proposed research.

Aim 2 will answer the question whether we are able with usage of the new targets to detect, predict,
enhance and/or inhibit the inflammatory response against these pathogens. This type of research has
proven as being very valuable for subsequent clinical translation of new therapeutic agents.

In the past decades, we have obtained broad experience using this strategy of characterizing specific
components in the immune response. Our research is published in international peer-reviewed journals,
and ample external fundlng has been obtained to conduct this research (e.g. ZonMW, Dutch Arthritis
Foundation, ERC, [EFIEEE ) -

3.3 Relevance
What is the scientific and/or socna| relevance of the ob]ectuves descrlbed above7

In the experiments described in this project we will study host-microbe interaction, the induction of the
inflammatory response and we will try to modulate these responses against bacteria and fungi. The study
targets found in (earlier) in vitro experiments such as the well-defined cohorts with healthy volunteers
and subsequent validation experiments (such as described in 3.1) will be assessed in infection models
which will further increase our knowledge about the immune responses against these pathogens. This
knowledge can be applied in personalised treatment options, the therapeutic effect will be enhanced and
the unwanted side effects of treatment can be diminished. Finally, this will lead to improved treatment
outcomes for the patients and also new study targets for developing new treatment strategies for other
pathogens.

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

To reach the goals as described in 3.2 purpose, the experiments can be subdivided into three stages.
Only stages 2 and 3 include animal experiments, but for an overview of the research strategy strategy all
three stages are briefly described below:

In the first stage, the role of important pattern recognition receptors and cytokines in humans will be




characterized in in vitro experiments, to determine their role in the recognition of the different
pathogens. In this phase we do not need animals, we will make use of cell lines and primary human
immune cells. Hereby we will make use of individuals carrying different single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in the PRRs and cytokines affecting the recognition capacity of the PRR/immune system
component studied. Next to that, we will use (already available) RNA sequencing data to select study
targets. We have built already several large cohorts with healthy individuals but we are also working on
the assembly of large patient cohorts. At this moment we have the availability of two large cohorts that
are immunologically well defined whereby cytokine production, genetic data, transciptome data,
metabolomic data and microbiome data are available (also described in 3.1 and on

http://www §[E : .org/). Next to that, we will expose the white blood cells of healthy
individuals to modulators of the immune response and thereafter the cells will be exposed to either
Borrelia, Candida, Aspergillus, or controls. As a read-out, cytokine production will be measured. To
minimize the number of animal experiments that need to be performed, only targets that show potential
and optimal in vitro characteristics will be selected to be tested in vivo. The approach that is often used
is the following (in this example Borrelia); we detect for example high levels of cytokine X when immune
cells are exposed in vitro to Borrelia. We see a large degree of variation in the levels of produced
cytokine X and by using the cohort of 200 healthy volunteers we find (using bioinformatic analyses that
combines the several types of data available) target Y that influences this Borrelia-dependent cytokine X
production. This target Y could also be confirmed in the cohort of 500 healthy volunteers. Next to

that, when we silence or stimulate factor Y in cells (either cell lines or isolated human cells) we are also
able to demonstrate the role of target Y in the production of Borrelia-dependent cytokine X. In these
situations, we will proceed to step 2 of this proposal which include animal experiments.

In the second stage animals will be used for ex vivo stimulation experiments. Hereby we will use wild-
type, wild-like and knockout animals which lack specific components in the immune response as found in
the first stage of this research. Cells and organs will be isolated from naive animals and exposed in an ex
vivo system to either Borrelia, Candida, Aspergillus, or controls to validate the findings from the first
phase but also to test the targets in a model which guarantees complete absence of the target in the
used cells. We will determine cytokine production by either ELISA, PCR or other techniques, but also cell
viability, cell metabolism, and gene regulation. When the results from these experiments confirm the
findings found in stage 1, we will decide to continue and to study the role of this target in phase 3 of the
proposal in disease models.

2eeng

In the final stage the targets found in phase 1 which could be confirmed in phase 2 will be tested in in
vivo models. In this phase, two types of experiments are proposed; 1) Wild-type and knockout animals
or wild-like animals will be infected with either Borrelia, Candida, or Aspergillus spp and at several
different timepoints imaging will be performed followed by sacrificing the mice and cells and organs will
be collected. In the Candida and Aspergillus infection models also survival experiments will be
performed. These survival experiments are necessary to study the role of the targets in the pathogenesis
of the disease, to study tissue damage, and the immune response over time. 2) In the second set of
experiments, wild-type and knockout mice or wild-like animals will be pre-treated with components as
found in phase 1 and phase 2 and thereafter these mice will be infected with either Borrelia, Candida, or
Aspergillus. Monitoring of the immune response will be performed at different timepoints and thereafter
the mice will be sacrificed and cells and organs will be collected to measure the immune response. Also in
this set of experiments survival experiments with either Candida or Aspergillus infection will be
performed. This is necessary to detect whether we are able to modulate the disease outcome and to
monitor the duration of the effects.

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

The targets found in the in vitro stage (phase 1) will be tested in phase 2 and phase 3 of the proposed
research.

The majority of the animal experiments proposed will be carried out in mice lacking specific components
of the immune system, as these are the lowest vertebrates in which the immune system functions as
being most comparable to the human immune system.

In phase 2 the cells and organs isolated from either wild-type, knockout or wild-like mice can be used for
the Borrelia, Candida as well as the Aspergillus experiments. In a typical experiment, mice are sacrificed



whereafter blood, cells, and organs are isolated. These components will be taken to the lab

and used for ex vivo stimulation experiments. The responses from the knockout mice or wild-like mice
will be compared to responses of wild-type mice.

In phase 3 of the research, mice will be infected with either Borrelia, Candida, or Aspergillus spp on
different infection ways depending on the pathogen studied. In a typical experiment, first, the
therapeutic agent or antibody against the target will be administered (either a single dose or multiple
depending on the component) followed by infection with either Borrelia, Candida, or Aspergillus and the
therapeutic effect on disease outcome will be assessed. Disease outcome will be assessed by measuring
pathogen load, phenotypic changes in the mice (as assessed by disease scoring systems), body weight
and temperature, swelling of for example joints (in Borrelia-infected mice), and specific inflammatory
markers in blood and cell samples using for example cell imaging or cell stimulation systems.

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.

After the in vitro characterization of the targets in the immune response, the animal studies involve:

1) Phase 2; Ex vivo assessment of

a) cytokine production capacity

b) phagocytosis/killing capacity of cells

¢) changes in metabolic parameters

d) changes in gene regulation

2) Phase 3; Determination of the role of these targets in in vivo infection models

After each phase we will evaluate which of the targets will play an important role in the immune
response. Thereby we will also make a selection in the targets that will have value in either Borrelia,
Candida or Aspergillus spp infection to reduce the amount of animal experiments and to study
pathogen-specific components. If the target selected in phase 1 shows unfavorable effects in phase 2 we
will not continue to phase 3. Next to that, if a target in phase 2 only gives a response to for example
Borrelia we will only study Borrelia-infection for this target in phase 3.

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

Serial number  Type of animal procedure

o Borrelia infection models

2 - Candida infection models
3 Aspergillus infection models
4

5

6

7

8

9

[y
o




DEC-advies wijziging AVD1030020184825

A. Algemene gegevens over de procedure

1.
2.
3.
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Aanvraagnummer: AVD1030020184825-2 / 2016-0100
Titel van het project: Host-microbe interactions; bacterial versus fungal infections.
Titel van de NTS: Onderzoek naar de afweerrespons bij infectieziekten

Type aanvraag:
[0 nieuwe aanvraag projectvergunning
X wijziging van vergunning met nummer AVD1030020184825

Contactgegevens DEC:
- naam DEC: RUDEC
- telefoonnummer contactpersoon: 024-361 90 75, bereikbaar op maandag, dinsdag, en
donderdag van 9:00 tot 15:00 uur
- e-mailadres contactpersoon: dierexperimentencommissie@radboudumc.nl

Adviestraject (data dd-mm-jjjj):

X1 ontvangen door DEC: 06-06-2019

[ aanvraag compleet

X in vergadering besproken: 11-06-2019

[ anderszins behandeld

X termijnonderbreking(en) van 17-06-2019 tot 02-07-2019

O besluit van CCD tot verlenging van de totale adviestermijn met maximaal 15 werkdagen
[] aanpassing aanvraag:

X advies aan CCD: 16-07-2019

De inhoud van dit project is afgestemd met de IvD en deze heeft geen bezwaren tegen de
uitvoering van het project binnen deze instelling.

Eventueel horen van aanvrager: n.v.t.

Correspondentie met de aanvrager:

- Datum vragen: 17-06-2019

- Datum antwoorden: 02-07-2019

- Gestelde vragen en antwoorden:

Algemeen:

- Het totaal aantal dieren blijft gelijk. Welke experimenten zullen niet gedaan worden en
waarom zijn die niet meer noodzakelijk voor het behalen van de doelstelling van het project?
Antwoord: This line of experimentation is a priority for our laboratory. We will give preference
to the mice assigned in the license to perform this series of experiments, focusing on this line
of research. We will postpone experiments to be performed in knock out mice in order to
focus on the differences between wild-type and wild-like mice. Our intention is to conduct a
series of pilot experiments to evaluate the size of the differences between the groups and
have a clear idea of the validity of the hypothesis. If these pilots show interesting results, we
will consider applying for a specific license for this project in order to expend the lines of
research linked to it and the effects studied.
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- Is de eerder berekende groepsgrootte voldoende om effecten in deze wild-like dieren te
meten? Dit zijn geen inbred-stammen, waardoor de variatie in te meten parameters veel
groter zal zijn.

Antwoord: Indeed, the variability in wild-like mice is expected to be higher than in wild-type
mice. However, one of the aims of these experiments is to have a degree of genetic
heterogeneity and variability of responses closer to the human one, in order to improve the
translatability of the results into humans. Anyway, we consider that the number of mice
approved in the current license is big enough to increase the group sizes and obtain reliable
results in the experiments.

- Deantwoorden hebben niet geleid tot aanpassing van het wijzigingsverzoek.

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

. Beoordeling (adviesvraag en behandeling)

(@)

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

De aanvraag betreft een wijziging van vergunning met nummer AVD1030020184825. Aanvullend
advies van de DEC over de wijziging is, gemarkeerd met italics, ingevoegd in de tekst van het
oorspronkelijke-advies hieronder.

De DEC is competent om hierover te adviseren. ,

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

. Beoordeling (inhoud)

Deze basaal-wetenschappelijke aanvraag richt zich op het onderzoeken van de immuunrespons
tegen Borrelia, Candida en Aspergillus, waarbij de focus ligt op PRR (pattern recognition
receptors)-signaleringsroutes. Bekend is dat veel leden van de PRR familie betrokken zijn bij het
proces van herkenning en het opwekken van de immuunrespons door Borrelia, Candida en
Aspergillus. Gezocht wordt naar de betrokkenheid van specifieke componenten uit een
signaleringsroute welke cruciaal zijn voor de immuunrespons en die als zodanig beloftevolle
‘targets’ vormen om de immuunrespons te modificeren. Identificatie van geschikte targets vindt
in eerste instantie plaats in in vitro experimenten met cellijnen en primaire humane
immuuncellen. In de tweede fase wordt bevestiging gezocht met behulp van ex vivo stimulerings
experimenten met materiaal verkregen uit knock out dieren welke specifieke componenten uit
het immuunsysteem missen. In de laatste fase volgen experimenten met dieren, waarin getracht
wordt de immuunrespons tegen deze pathogenen te veranderen zodat de ziektelast voor het
dier afneemt. De commissie constateert dat deze aanvraag een concrete, goed afgebakende
doelstelling heeft en getypeerd kan worden als een project. De opzet komt het beste overeen
met voorbeeld 4b uit de handreiking ‘Wat is een project’. De verschillende subdoelen zijn
noodzakelijk om de doelstelling te behalen. Het is niet mogelijk om de individuele doelen te
toetsen, omdat er sprake is van onderlinge afhankelijkheid. De drie onderzoekslijnen
(immuunrespons tegen Borrelia, tegen Candida, en tegen Aspergillus) worden parallel
uitgevoerd. De experimentele aanpak in deze onderzoekslijnen is echter geheel identiek, en
ervaring die wordt opgedaan in één van de onderzoekslijnen is mogelijk bruikbaar voor de
andere onderzoekslijnen. De commissie is daarom van mening dat het niet in de rede ligt om
voor elke onderzoekslijn een aparte vergunning aan te vragen (waarbij van een hoge mate van
duplicatie sprake zou zijn). Het is helder welke handelingen individuele dieren zullen ondergaan.
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Hierdoor is ook duidelijk welk ongerief individuele dieren zullen ondergaan. De aanvrager heeft
binnen de doelstellingen en bijlagen dierproeven beschreven op basis van welke criteria zij zal
besluiten het project voort te zetten. De DEC is er daardoor van overtuigd dat de aanvrager
gedurende het project op zorgvuldige wijze besluiten zal nemen over de voortgang van het
project en er niet onnodig dieren gebruikt zullen worden. Gezien bovenstaande is de DEC van
mening dat de aanvraag toetsbaar is en voldoende samenhang heeft. De voorgestelde wijziging
betreft het toevoegen van (reeds beschreven) experimenten met zogenaamde ‘wild-like’ muizen.
Deze dieren van niet-gecertificeerde fokkers hebben een uitgebreidere of meer gevarieerde
microflora dan de SPF-laboratorium muizen. Er zijn aanwijzingen dat het imnmuunsysteem van
wild-like muizen meer overeenkomsten vertoont met de werking van het humane immuunsysteem.
De aanvragers willen daarom onderzoeken of de infectie-experimenten dezelfde resultaten geven
wanneer wild-like muizen worden geinfecteerd en of contact met de micro-flora van wild-like
muizen leidt tot andere resultaten in infectie-experimenten met wild-type laboratorium-muizen.
Wanneer deze pilotexperimenten succesvol zijn, dan wordt een nieuwe vergunningaanvraag
ingediend voor uitgebreidere experimenten met ‘wild-like’ dieren.

Voor zover de DEC weet is er geen “tegenstrijdige” wetgeving die het uitvoeren van de
experimenten in de weg zou kunnen staan. De voorgestelde wijziging heeft hierop geen invloed.

De in de aanvraag aangekruiste doelcategorie is in overeenstemming met de hoofddoelstelling.
De voorgestelde wijziging heeft hierop geen invloed.

Belangen en waarden

Het directe doel van het project is het karakteriseren van de immuunrespons die optreedt bij
besmetting met Borrelia, Candida en Aspergillus, en het identificeren van specifieke factoren die
deze immuunrespons kunnen moduleren en zo de ziektelast kunnen verminderen. Het
uiteindelijke doel is om met de verkregen kennis nieuwe, op de persoon toegesneden
behandelingen voor bovengenoemde ziekten te ontwikkelen. De onderzoekers zullen in vitro en
ex vivo identificeren welke PRR (pattern recognition receptors) betrokken zijn bij de
immuunrespons tegen Borrelia, Candida en Aspergillus, waarna de betrokkenheid van specifieke
componenten uit deze signaleringsroutes uiteindelijk in vivo wordt bevestigd in infectie-
experimenten. Met deze kennis kan op termijn een therapie ontwikkeld worden die is
toegesneden op de patiént. De ontwikkeling van dergelijke therapieén is geen onderdeel van
deze aanvraag, de focus ligt op het verkrijgen van basale kennis over de immuunrespons tegen
verschillende infectieuze ziekteverwekkers. Er is daarom binnen deze aanvraag geen directe
relatie tussen het doel van deze projectaanvraag en het uiteindelijke doel. De aanvrager heeft
duidelijk gemaakt dat de kennis van de betrokkenheid van PRR bij de afweer tegen bacterién en
schimmels nog zeer beperkt is, dat deze kennis nodig is voor de ontwikkeling van nieuwe
behandelingen, en dat er behoefte is aan nieuwe behandelingen. Naar de mening van de DEC is
het doel van deze projectaanvraag daarom gerechtvaardigd binnen de context van het
onderzoeksveld. De voorgestelde wijziging heeft hierop geen invloed.

De belangrijkste belanghebbenden in deze projectaanvraag zijn de proefdieren, de onderzoekers
en de doelgroep/patiénten.

Voor de proefdieren geldt dat hun welzijn en integriteit worden aangetast. De dieren zullen
beperkt worden in hun natuurlijke gedrag en gedurende de proeven zullen de dieren stress
ondervinden en pijn ondergaan. Uiteindelijk zullen ze in het kader van het onderzoek gedood
worden. De dieren hebben er belang bij hiervan gevrijwaard te blijven.

Voor de onderzoekers geldt dat het publiceren van belangrijke nieuwe wetenschappelijke



inzichten resulteert in een goede wetenschappelijke reputatie, hetgeen vaak de sleutel is voor
het verkrijgen van nieuwe onderzoeksmiddelen en mogelijkheden. Dit kan door de onderzoeker
zelf van belang geacht worden, maar dient naar de mening van de DEC geen rol te spelen in de
ethische afweging over de toelaatbaarheid van het gebruik van proefdieren. Het gaat uiteindelijk
om de vraag of dit onderzoek belangrijke maatschappelijke en wetenschappeluke doelen dient
(gezondheid, kennis).

Voor patiénten en de samenleving is dit onderzoek indirect en op de lange termijn van belang,
omdat het kan leiden tot de ontwikkeling van betere diagnostiek en/of nieuwe behandelingen
voor ziekten. Meer kennis over de immuunrespons tegen bacterién en schimmels kan op termijn
leiden tot effectievere behandeling met minder bijwerkingen tegen deze infectieziekten, hetgeen
van groot belang is voor de samenleving. De voorgestelde wijziging heeft hierop geen invloed.

Er is geen aanleiding voor de DEC om de in de aanvraag beschreven effecten op het milieu in
twijfel te trekken. De onderzoekers zullen de regels voor het werken met pathogene bacterién en
schimmels in acht nemen, waardoor er geen onbedoelde effecten op het milieu te verwachten
zijn. De voorgestelde wijziging heeft hierop geen invloed.

Proefopzet en haalbaarheid

De kennis en kunde van de onderzoeksgroep en andere betrokkenen bij de dierproeven zijn
voldoende gewaarborgd. De aanvrager heeft veel ervaring met onderzoek naar specifieke
componenten van de immuunrespons en met het werken met de drie te onderzoeken
pathogenen. Het onderzoek heeft geleid tot tal van publicaties in vooraanstaande
wetenschappeluke tudschnften en de onderzoeksgroep heeft veelvuldig externe subsidies
(waaronder de [EFICEEEEEEN) ontvangen voor het onderzoek. De commissie is dan ook
overtuigd van de kwalltelt van het werk van de aanvrager. De aanvrager beschikt over voldoende
kennis en kunde, onder andere op grond van een artikel 9 kwalificatie, om te kunnen voldoen
aan alle zorgvuldigheidseisen omtrent het verrichten van dierproeven. De voorgestelde wijziging
heeft hierop geen invioed.

De doelstellingen van het project zijn realistisch en de voorgestelde experimentele opzet en
uitkomstparameters sluiten hier logisch bij aan. De onderzoekers hebben omschreven op basis
waarvan zij tijdens de looptijd van het project targets zullen selecteren die in de dierproeven
getest zullen worden. De commissie is akkoord met de beschreven aanpak. Deze groep heeft veel
ervaring in dit onderzoeksveld en met de voorgestelde dierproeven. De DEC is dan ook van
mening dat het project goed is opgezet, en dat deze strategie en experimentele aanpak kunnen
leiden tot het behalen van de doelstelling binnen het kader van het project. De voorgestelde
wijziging heeft hierop geen invioed.

Welzijn dieren

Er is geen sprake van de volgende bijzonderheden op het gebied van categorieén van dieren,
omstandigheden of behandeling van de dieren:

[ Bedreigde diersoort(en) (10e lid 4)

[ Niet-menselijke primaten (10e)

[ Dieren in/uit het wild (10f)

X Niet gefokt voor dierproeven (11, bijlage | richtlijn)

O Zwerfdieren (10h)

O Hergebruik (1e lid 2)

[ Locatie: buiten instelling vergunninghouder (10g)




10.

11.

12.

13.

14.

[ Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13)

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

De aanvrager heeft als volgt onderbouwd dat dit noodzakelijk is: Laboratorium muizen leven in
abnormaal hygiénische SPF barriére faciliteiten. Er is een groeiende bezorgdheid dat deze muizen
bepaalde relevante aspecten van het humane immuunsysteem missen, die mogelijk verklaren
waarom het vertalen van behandelingen van laboratorium naar de kliniek niet lukt. Wij zijn van
plan om experimenten te doen met muizen die gefokt zijn onder natuurlijker condities (wild-like
muizen), zoals bijvoorbeeld de muizen die in dierenwinkels worden verkocht. Hiervoor is het
noodzakelijk om dieren te verkrijgen van een niet-gecertificeerde fokker. De DEC is van oordeel
dat de aanvrager goede argumenten heeft om zogenaamde wild-like muizen te willen gebruiken.
Met name voor de vraagstelling van dit project, het onderzoeken van de immuunrespons tegen
Borrelia, Candida en Aspergillus, waarbij de focus ligt op PRR (pattern recognition receptors)-
signaleringsroutes, kan het type muis dat gebruikt wordt van belang zijn. Deze muizen zijn op dit
moment niet op een andere manier te verkrijgen.

De huisvesting en verzorging van de dieren zijn conform de eisen in bijlage 11l van richtlijn
2010/63/EU. De voorgestelde wijziging heeft hierop geen invioed.

Het cumulatieve ongerief als gevolg van de dierproeven is realistisch ingeschat en geclassificeerd.
Het ongerief wordt hoofdzakelijk veroorzaakt door de (gevolgen van de) infectie met Borrelia,
Candida of Aspergillus. De infectie met Borrelia geeft maximaal matig ongerief, afhankelijk van
het gehanteerde model. De infectie met Candida of Aspergillus geeft maximaal ernstig ongerief
voor 5% van de dieren. Voor 19% van de dieren zal het ongerief matig zijn, het ongerief voor de
overige dieren is licht. De voorgestelde wijziging heeft hierop geen invioed.

De integriteit van dieren wordt aangetast door het instrumentele gebruik van de dieren dat
inherent is aan het doen van dierproeven, en door de infectie met micro-organismen waardoor
het dier ziek wordt. Het dier wordt hierdoor gehinderd in zijn normale gedrag en de
zelfredzaamheid neemt af. Er zullen in dit project ook genetisch gemodificeerde dieren gebruikt
worden, maar deze modificatie leidt naar verwachting niet tot afwijkend gedrag of uiterlijk. De
voorgestelde wijziging heeft hierop geen invioed.

De criteria voor humane eindpunten zijn voldoende specifiek gedefinieerd en toegesneden op
het experiment. Het percentage dieren dat naar verwachting een humaan eindpunt zal bereiken
is op basis van ervaring met deze ziektemodellen ingeschat. De commissie is het eens met deze
inschatting en de gehanteerde humane eindpunten. De voorgestelde wijziging heeft hierop geen
invloed.

3V’s

De aanvrager heeft voldoende aannemelijk gemaakt dat er geen geschikte
vervangingsalternatieven zijn. De immuunreactie tegen bacterién en schimmels kan alleen goed
in dieren onderzocht worden, omdat meerdere organen, weefsels en cellen een rol spelen in een
immuunreactie. Het immuunsysteem van muizen lijkt voldoende op het immuunsysteem van

~ mensen, waardoor de resultaten vertaald kunnen worden naar de humane situatie. Dit basale

onderzoek kan om ethische redenen niet bij mensen plaatsvinden. De eerste identificatie van de
targets zal in vitro worden gedaan. Voor het uitvoeren van de volgende fasen uit de
onderzoekstrategie zijn dierproeven noodzakelijk. De voorgestelde wijziging heeft hierop geen
invioed.



15.

16.

17.

18.

19.

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. Het materiaal van de
naieve muizen wordt gebruikt voor het in vitro testen van de immuunrespons tegen alle drie de
ziekteverwekkers, waardoor er in totaal minder dieren nodig zijn. De voorgestelde wijziging heeft
hierop geen invloed. De onderzoekers zullen een aantal experimenten met knock-out muizen
uitstellen om deze pilotexperimenten met ‘wild-like’ muizen te kunnen uitvoeren. Wanneer de
resultaten daartoe aanleiding geven zal een nieuwe vergunning worden gevraagd voor
uitgebreidere experimenten met ‘wild-like’ muizen. Waarschijnlijk zijn voor de experimenten met
‘wild-like’ muizen grotere groepen nodig om wetenschappelijk betrouwbare uitspraken te kunnen
doen, aangezien het geen inbred stam betreft en de variatie in te meten parameters veel groter zal
zijn. Wanneer daar een betere vertaalbaarheid naar de humane situatie tegenover staat, is de DEC
van mening dat het gebruik van grotere groepen dieren, en daardoor grotere aantallen dieren,
gerechtvaardigd is. Het eerder gevraagde aantal dieren is toereikend om de groepsgrootte aan te
kunnen passen.

Het project is in overeenstemming met de vereiste van de verfijning van dierproeven. De
frequentie van het imagen van de dieren wordt aangepast aan de duur van het experiment. De
aanvrager zal anesthesie toepassen voor de handelingen waarvoor dit is vereist. De
experimenten die matig of ernstig ongerief voor de dieren opleveren (infectieproeven) worden
alleen gedaan als daar goede wetenschappelijke redenen voor zijn. De commissie heeft met de
onderzoeker van gedachten gewisseld over het toepassen van humane eindpunten in de survival
experimenten. De onderzoekers zullen sterfte in de survival experimenten zoveel mogelijk
voorkomen door het toepassen van humane eindpunten. De DEC is ervan overtuigd dat de
beschreven proefopzet de meest verfijnde is en dat de dierproeven zo humaan mogelijk worden
uitgevoerd. De voorgestelde wijziging heeft hierop geen invloed.

Het betreft geen wettelijk vereist onderzoek. De voorgestelde wijziging heeft hierop geen
invloed.

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef

Dieren van beide geslachten kunnen ingezet worden. Binnen een experiment zullen dieren van
één geslacht gebruikt worden teneinde variatie tussen experimentele groepen te minimaliseren
waardoor het experiment met kleinere groepen uitgevoerd kan worden. De aanvrager heeft een
voorkeur voor het gebruik van vrouwelijke dieren, om individuele huisvesting (noodzakelijk
wanneer mannelijke dieren met elkaar vechten) te vermijden. Gezien het feit dat er in dit project
sprake is van belastende, pijnlijke infectieproeven, meent de DEC dat het beperken van het
aantal dieren in experiment vanuit ethisch gezichtspunt prioriteit verdient boven het beperken
van het mogelijke fokoverschot van mannelijke dieren. De DEC is van mening dat de aanvrager
weloverwogen beslissingen zal nemen in de keuze voor het gebruik van mannelijke en/of
vrouwelijke dieren. De voorgestelde wijziging heeft hierop geen invloed.

De dieren zullen in het kader van het project gedood worden. Dit is noodzakelijk om bloed en
verschillende organen te kunnen onderzoeken voor het beantwoorden van bepaalde
onderzoeksvragen. De gebruikte dodingsmethode staat vermeld in bijlage IV van richtlijn
2010/63/EU. De voorgestelde wijziging heeft hierop geen invioed.




20. Er worden in deze projectaanvraag geen landbouwhuisdieren, honden, katten of niet-humane
primaten gebruikt (en dus ook niet gedood om niet-wetenschappelijke redenen). De voorgestelde
wijziging heeft hierop geen invloed.

NTS

21. De niet-technische samenvatting is een evenwichtige weergave van het project en begrijpelijk
geformuleerd. De voorgestelde wijziging heeft niet geleid tot aanpassingen in de NTS. Het
gebruiken van wild-like muizen wordt niet genoemd in de NTS. Wellicht verdient het toch nog
aanbeveling om de aanvrager te verzoeken kort en in voor leken begrijpelijke termen uit te leggen
wat het belang is van het gebruiken van dergelijke muizen die niet speciaal voor dierproeven zijn
gefokt.

D. Ethische afweging

1. Rechtvaardigt het belang van het karakteriseren van de immuunrespons die optreedt bij ziekten
veroorzaakt door Borrelia, Candida en Aspergillus, en het identificeren van factoren die deze
immuunrespons kunnen moduleren, het ongerief dat de dieren wordt aangedaan, en is aan alle
zorgvuldigheidseisen (3V’s) voldaan? De voorgestelde wijziging heeft hierop geen invioed.

2. Ervindt een lichte, matige of ernstige 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 patiénten is dit onderzoek op termijn van belang, omdat het kan bijdragen aan een
verbetering van hun gezondheid en kwaliteit van leven. De DEC kent daar veel gewicht aan toe
om de volgende redenen. De ziekte van Lyme is een groeiend gezondheidsprobleem in
Nederland. Wanneer de ziekte persisteert door een inadequate behandeling dan zijn patiénten
veelal niet meer in staat om goed te functioneren in sociale netwerken en volledig bij te dragen
aan de economie. Nieuwe behandelstrategieén of het moduleren van de immuunrespons zouden
kunnen resulteren in een reductie van de klinische symptomen. Een infectie met Candida of
Aspergillus verloopt ernstiger bij mensen met een verminderde afweer: dit kan leiden tot sepsis
(door Candida, 30-40% mortaliteit) of invasieve aspergillose (mortaliteit 50%). Meer
fundamentele kennis over de herkenning van deze ziekteverwekkers en de daaruit
voortvloeiende immuunrespons kan op termijn bijdragen aan de ontwikkeling van nieuwe
therapieén voor deze infectieziekten. Het is aannemelijk dat de doelstellingen op termijn behaald
zullen worden. De commissie acht het beschikbaar komen van nieuwe therapieén voor infectie
met Borrelia, Candida of Aspergillus van substantieel belang. Voor mensen met een verminderde
afweer is dit van essentieel belang. De voorgestelde wijziging betreft onderzoek met muizen die
wat afweer betreft mogelijk beter aansluiten bij de humane situatie, waardoor de behaalde
resultaten mogelijk nog beter vertaalbaar zijn naar mensen.

3. De DECis overtuigd van het belang van de doelstellingen: het karakteriseren van de
immuunrespons die optreedt bij ziekten veroorzaakt door Borrelia, Candida en Aspergillus, en
het identificeren van factoren die deze immuunrespons kunnen moduleren. Het uiteindelijke
doel is om met de verkregen kennis nieuwe, op de persoon toegesneden behandelingen voor
bovengenoemde ziekten te ontwikkelen. De DEC is van mening dat de belangen van de patiénten
voldoende zwaar wegen om het schaden van de belangen van de proefdieren (om gevrijwaard te
blijven van een aantasting van hun welzijn en integriteit) te rechtvaardigen. De commissie is
overtuigd van de kwaliteit van het werk van de aanvrager. De DEC is van mening dat het project
goed is opgezet, en dat de gekozen strategie en experimentele aanpak kunnen leiden tot het



behalen van de doelstelling binnen het kader van het project. De aanvrager heeft voldoende
aannemelijk gemaakt dat er geen geschikte vervangingsalternatieven zijn, dat het doel niet met
minder dieren behaald kan worden, dat de gebruikte aanpak de meest verfijnde is en dat zij zal
kunnen voorkomen dat mens, dier en het milieu onbedoelde negatieve effecten ondervinden als
gevolg van de dierproeven.

De DEC is van oordeel dat het hier boven geschetste belang de onvermijdelijke nadelige gevolgen
van dit onderzoek voor de dieren, in de vorm van angst, pijn of stress, rechtvaardigt. Aan de eis
dat het belang van de experimenten op dient te wegen tegen het ongerief dat de dieren wordt
berokkend, is voldaan. De voorgestelde wijziging heeft geen invioed op de uitkomst van de
ethische afweging.

E. Advies

1. Advies aan de CCD

[ De DEC adviseert de vergunning te verlenen

X De DEC adviseert de vergunning te verlenen onder de volgende voorwaarden
X Op grond van het wettelijk vereiste dient de projectleider bij be&indiging van het
project een beoordeling achteraf aan te leveren die is afgestemd met de IvD.
o Voor de uitvoering van dit project is tevens ministeriéle ontheffing vereist
o Overige door de DEC aan de uitvoering verbonden voorwaarden, te weten...

[0 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 Devolgende tekortkomingen in de aanvraag:...

Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus.

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.




> Retouradres Postbus 93118 2509 AC Den Haag

Stichting Katholieke Universiteit Nijmegen
t.a.v. Instantie voor dierenwelzijn )
9101, t.a.v. CDL, route 231, HP 231

6500 HB Nijmegen

Datum 16 augustus 2019
Betreft Beslissing Aanvraag wijziging projectvergunning dierproeven

Geachte Prof. Dr. van Krieken,

Op 4 juni 2019 hebben wij uw aanvraag voor wijziging van een projectvergunning
dierproeven ontvangen. Het gaat om uw project “Host-microbe interactions;
bacterial versus fungal infections” met aanvraagnummer AVD1030020184825,
waarvoor op 19 maart 2018 een vergunning is afgegeven. Uw wijzigingsaanvraag
is bij ons geregistreerd onder aanvraagnummer AVD1030020184825-2, Met de
aangevraagde wijziging van de eerder verleende vergunning beoogt u muizen toe
te voegen aan uw vergunning die niet voor onderzoek gefokt zijn. De aantallen
dieren en het ongerief verandert niet door deze wijziging. Wij hebben uw
wijzigingsaanvraag beoordeeld.

Beslissing

Wij wijzen uw wijzigingsaanvraag toe. Dit betekent dat het op grond van artikel
10a, lid1 van de Wet op de dierproeven (hierna: de wet) is toegestaan de in de
wijzigingsaanvraag beschreven dierproeven onder de vergunning voor het project
“Host-microbe interactions; bacterial versus fungal infections” uit te voeren.
Hierna kunt u lezen op grond van welke overwegingen wij tot deze beslissing zijn
gekomen.

Procedure

Wij hebben advies gevraagd bij de Dierexperimentencommissie RUDEC (hierna:
de DEC). Dit advies is opgesteld op 16 juli 2019. Bij de beoordeling van uw
aanvraag is dit advies betrokken overeenkomstig artikel 10a, lid 3 van de wet.

Wij kunnen ons vinden in de inhoud van het advies van de DEC. Wij nemen dit
advies van de DEC over, inclusief de daaraan ten grondslag liggende motivering.
Dit advies en de in de bijlage opgenomen beschrijving van de artikelen van de
wet- en regelgeving zijn de grondslag van dit besluit.

Nadere vragen aanvrager v

Op 29 juli 2019 hebben wij u om aanvullingen gevraagd. U heeft antwoord
gegeven. De aanvullingen hadden betrekking op de verwachte aantallen muizen
die niet voor onderzoek gefokt zijn en een aanpassing in de NTS. Uw antwoord is
betrokken bij de behandeling van uw aanvraag.

Centrale Commissie Dierproeven

Centrale Commissie
Dierproeven

Postbus 93118
2509 AC Den Haag
www.centralecommissiedierproeven.nl

T 0900-28 000 28 (10 ct /min)

info@zbo-ccd.nl

Onze referentie
Aanvraagnummer
AVD1030020184825-2

Uw referentie
uw ref

Bijlagen
1
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Datum
16-08-2019
Vergunning

" . . . Onze referentie
Maximaal 920 muizen zijn niet gefokt voor onderzoek.

Aanvraagnummer

) AVD1030020184825-2
Voor het overige blijft de vergunning ongewijzigd.

U dient deze brief toe te voegen bij uw oorspronkelijke vergunning.

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 gegevens in het colofon.

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. U kunt tijdens deze
procedure een voorlopige voorziening vragen bij de Voorzieningenrechter van de
rechtbank in de woonplaats van de aanvrager. U moet dan wel kunnen aantonen
dat er sprake is van een spoedeisend belang.

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

Meer informatie

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

De Centrale Co issie Dierproeven
namens.d sy

Drs. F. Braunstahl

Bijlagen
- DEC-advies
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Form
Project proposal

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

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

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

e 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 'How hormones like leptin and gut-brain signaling affect neural circuitry
project. . of food-related decision making

2 Categories

2.1 Please tick each of the X Basic research
following boxes that

Translational or applied research
applies to your project, X ranslational or applied research

[:]k Regulatory use or routine production

0] 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.

‘s For legally required animal procedures, indicate which statutory or regulatory requirements apply

. (with respect to the intended use and market authorisation).

‘e For routine production, describe what will be produced and for which uses.

e For higher education or training, explain why this project is part of the educational program and

_ describe the learning targets.

: Clinical relevance

_Anorexia nervosa (AN) and obesity are disorders of energy balance that involve dysregulation of feeding
by the brain. AN is one of the most common chronic illne lescence, where the lifetime




prevalence in 12-18 year old girls in Europe is 1-4%. Even though AN has dramatic individual, economic
and societal impact, AN - compared to other diseases - is understudied, and there is an urgent need for
improved treatment (Schmidt et al Lancet Psychiatry. 2016 Apr;3(4):313-5).

Obesity represents a substantial global health challenge affecting >400 million people worldwide.
Whatever the cause, obesity is the result of eating in excess of energy requirement and this is controlled
by the brain. Diet-induced obesity triggers neurobiological adaptations that drive the intake of high-
caloric foods (LaFLeur Int J Obes (Lond). 2007 Aug;31(8):1286-94). The genetics of obesity shows that
the vast majority of associated genes acts in the brain. The aspect we address here is to understand why
(people and) rodents exposed to diets with high palatability and many calories overeat. We address both
what leads to the decision to eat too much (obesity) as too little (as in anorexia nervosa) as both
decisions are processed in the brain in partially overlapping neural circuits.

The long term aim of this proposal is to find novel treatments for eating disorders as AN and obesity.
Emerging knowledge on gut-brain-signalling provides a unique opportunity to develop innovative
therapies for obesity and AN patients.

Hypothesis: diet and microbiome affect food-related decision making via hormones

There is growing evidence that obesity and AN-induced starvation is associated with profound alterations
of the microbiome (Herpertz-Dahimann, et al Eur. Child Ado-lesc. Psychiatry 26, 1031-1041 (2017).
Metabolites from microbiotes are sensed by enteroendocrine cells that release feeding-related hormones
as cholecystokinin, glucagon-like peptide and ghrelin. There is also a relation between leptin sensitivity
and the microbiome. (Alpha-)diversity of the microbiome was lower in rats that were insensitive to leptin,
which suggests that alterations in the composition of the microbiome play a role in leptin sensitivity. We
found that leptin sensitivity predicts development of obesity (i@ g

I ) - rodents that do not reduce food intake the first hours after a leptin injection
develop more severe obesity when exposed to a obesogenic diet (composed of sugarwater and lard on
top of water and chow, known as the high-fat-high-sugar (HFHS) diet). Taken together, in AN and
obesity there are changes in the microbiome that alter hormone signalling. These hormones act on
neurocircuitry that controls food-related decision making and this impacts on the development of AN and
obesity, as outlined below. There is also evidence for a role of inflammatory factors in mediating the
effects of the microbiome on food-related decision making and energy balance. Therefore we will also
measure changes in selected markers of inflammation (such as II-6)

We hypothesize that hormones like leptin, ghrelin and other gut-derived hormones mediate at least part
of the effects of how diets and microbiome affects behaviour. In this project we address the gap in
knowledge how changes in diet/microbiome and (feeding-related) hormones in anorexia and obesity
affect the neurocircuitry that underlies food-related decision making and how this contributes to
development of anorexia and obesity. Food-related decision making is influenced not only by energy
balance, but also by appetitive (cues that are associated with food reward) and aversive stimuli (cues
associated with negative consequences such as a mild electric foot shock) in the environment. An
understanding of how gut signaling impacts on food-related decision making needs to take into account
this kind of environmental stimuli.

Microbiome and brain disease

Two previous studies revealed a significant intestinal dysbiosis in AN, which was only partially alleviated
with weight gain, e.g. lower abundances of Bacteroidetes and carbohydrate utilising taxa as well as
higher abundances of Firmicutes and Verrucobacteria (Mack, I. et al. Sci. Rep. 6, 26752 (2016);
Kleiman, S. C. et al. Psychosom. Med. 77, 969 (2015)). Mouse models intriguingly showed that the
transfer of stool samples from obese to germ-free (GF) mice leads to obesity (Ridaura, V. K. et al.
Science 341, 1241214 (2013). In contrast, the transfer of bacterial species from children with
Kwashiorkor, protein energy malnutrition for instance caused by malaria, to GF mice produced
significant weight loss (Smith, M. I. et al. Science 339, 548-554 (2013). Transferring stool from bariatric
surgery patients to GF mice resulted in significantly less fat mass than colonization with the MI from
obese controls (Tremaroli, V. et al. Cell Metab. 22, 228-238 (2015)). One study already showed that
transfer of healthy stool to AN patients resulted in weight gain (De Clercq et al Psychother Psychosom.
2019 Jan 9:1-3). Thus, changes in the microbiome, induced by malnutrition, likely contribute to (the
maintenance) of eating disorders, but via which mechanism this occurs is not known.

There is emerging evidence in other psychiatric disorders, such as in ADHD (Aarts, E. et al. PloS One 12,
e0183509 (2017), that the microbiome plays a role in the altered activity of the dopamine (DA) system,
e.g. increases in specific microbiome affected DA precursor synthesis and neural responses to reward
anticipation. A distributed neuronal network (including the hypothalamus and dopamine (DA) neurons in
the mesolimbic system) mediates effects of hormones like leptin and ghrelin on food-related decision
making. Neuropsychological studies show that AN patients respond differently to reward and punishment




in comparison to healthy controls, and neuroimaging studies confirm a deficit in the response of the
mesolimbic DA system to wins and losses (DeGuzman, M. et al. Am. J. Psychiatry 174, 557-565 (2017).
We have evidence that AN patients do not learn from negative prediction errors (unexpected losses),
which may also explain their maladaptive response to hunger

). Reward prediction errors are encoded by
midbrain DA neurons. We demonstrated that the induction of a hyperresponsive state of DA neurons
using chemogenetics in rats results in deficits in reversal learning

(R
N ) 2r'd hyperactivity

oeeeng o _________ ]
I ) ) which are all features of AN. Taken together, these data support that alterations in
the microbiome may change food-related decision making via modulating dopaminergic neurocircuitry.

We aim to unravel how changes in diet and the microbiome affect the sensitivity (of neural circuits) for
hormones as leptin and ghrelin in their effect on food-related decision making and on development of
obesity and anorectic behaviors. In order to do so, we will use rodent models that we established in our
lab and use sophisticated technologies as optogenetics and fiber photometry that allow us to unravel at
cellular level how dietary manipulations (including transfer of human stool to rodents) and hormones
impact on food related decision making. The translational aspect of this project is guaranteed since this
project is part of a larger EU project where the overall objective is to understand how the microbiome
impacts on eating disorders (mostly focused on anorexia nervosa) and how this knowledge can be
utilized to improve the treatment of these disorders.

3.2 Purpose o
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 unravel how changes in hormones like leptin and gut-brain
signalling, that occur in models of eating disorders ( such as exposure to diet-induced obesity or
starvation models) affect neural circuits that are involved in food-related decision making. We focus on
how peripheral manipulations (such as treatment with drugs that mimic or block the action of hormones
like leptin and ghrelin or a change of microbiome), change the activity of brain circuits (with a focus on
the lateral hypothalamus- mesolimbic dopamine neurocircuit) involved in food-related decision making
(in models that capture the choice of food and food-related anxiety).

Research questions: 1. Does the microbiome of eating disorder patients (transferred to rodents)
compared to controls accelerate development of anorectic behaviors in rodent models of eating
disorders?

2. How do changes in microbiome and in hormones like leptin and ghrelin that are associated with eating
disorders (such as anorexia nervosa and obesity) affect neural circuits involved in food-related decision
making?

3. Which specific neurons are required for the effect of these hormones on food-related decision making?
4. Do these neurons change their properties upon exposure to dietary manipulations?

5. Does treatment with drugs that target the hypothalamus- mesolimbic dopamine neurocircuit suppress
development of anorectic behaviors in rodent models of eating disorders?

We have extensive experience working with the activity-based anorexia model, obesity models and
models that capture food related decision making. All techniques mentioned in the project are in place
and we have extensive experience with them. It is the first time we will deplete and transplant
microbiome. We are in touch with three research groups that have experience with this and who advise
exceeeng
I

Together the answers to these questions will clarify to what extent and how changes in diet and
microbiome via hormones that modulate specific neural circuits affect food-related decision making.

In the last decade we have implemented technologies that allow us to address these questions.

3.3 Relevance



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

The results of this study increase the knowledge about the mechanisms underlying the effects of dietary
manipulations and microbiome on food-related decision making. It is important to unravel these
mechanisms since they are relevant for eating disorders (ED) as anorexia nervosa and obesity. In both
eating disorders, energy balance is out of healthy control. AN patients fail to eat sufficient amounts of
food whereas obese patients often overeat unhealthy diets. A better understanding how malnutrition
changes the brain and impacts on food-related decision making provides a basis for development of
novel therapeutic interventions.

Insufficient and inadequate nutrition does not only play a major role in EDs but also in depression and
several somatoform disorders, e.g. gastrointestinal discomfort and nausea; in addition, research in
obesity, a worldwide epidemic, will profit from new scientific findings obtained in other weight-regulation
disorders. Moreover, our results might lead to a greater insight into starvation-induced physical and
mental processes important for the understanding of hunger-related sequelae in the third world. Current
treatment strategies in EDs, including psychotherapy and nutritional rehabilitation, are at best
moderately effective. Innovations are urgently needed but are unlikely to arise from improvements in
psychotherapeutic methods. Several scientists have emphasised that “the ED field lags behind other
psychiatric disorders in understanding responsible brain circuits and pathophysiology” (for a review see
Kaye, W. H. et al. Curr. Top. Behav. Neurosci. 6, 37-57 (2011) or Schmidt, U. & Campbell, I. C. Eur. Eat.
Disord. Rev. J. Eat. Disord. Assoc. 21, 425-427 (2013)). Thus, the understanding of the gut-brain
interaction might help to develop more early and effective treatments “tailored” to the neurobiological
characteristics of a certain individual. Specifically, insights into the microbiome and gut-brain interaction
might help to determine a more individualised and healthy target weight, which is prognostically relevant
in ED. We are in particular interested to determine whether certain species of microbiota are over or
underrepresented in stool of AN patients (which will be determined in the EU consortium), we aim to
associate these with behavioural and physical outcomes (in the consortium) and the transplantation
studies in rodents allows to address the question whether these are transferred to rodents which than
allows to unravel mechanistic aspects (such as changes in hormones and inflammatory markers). We
focus on leptin, ghrelin and Glp-1 as these are known to modulate the activity of the midbrain dopamine
system. ,

Via (inter)national consortia we have access to data from genome-wide association studies of anorexia
nervosa and obesity (BMI). In a reverse translational approach, these data will be used to identify
neurons that are enriched in genes associated with eating disorders (which here refers to anorexia
nervosa and obesity, and we focus on food-related decision making). We will use this information to
select the neurons that we focus on in this project. Similar types of neurons exists in humans and
rodents in the neural circuits we study in this proposal.

3.4 Research strategy

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

Overall design of the project

To address how changes in the gut, induced by dietary (or microbiome) manipulations affect
development of anorexia and obesity, we need to bridge different levels of understanding. Our project
strategy comprises a set of experiments that together will provide insight into the mechanism how gut
signalling impacts on food related decision making relevant to eating disorders.

As model for obesity we will either expose rodents to a diet composed of lard and 10-30% sucrose water
on top of regular chow and water (the HFHS diet). We use different forms of food restriction which each
provide conditions to address specific questions in the project. A. In cases where we investigate food-
related decision rodents are given a fixed amount of food a day with the purpose of maintaining 90% of
original body weight. This approach keeps rodents motivated to obtain food rewards in behavioural
testing. Using this strategy development of obesity is suppressed (and a more healthy weight is achieved
compared to feeding ad lib). B. In cases where we aim to investigate the processes that control initiation
of meals (hunger) we food restrict rodents up to 24 hr (this allows to unravel the process of refeeding;
as it induces a strong drive to eat, the neural circuits (and deficits) in refeeding can be studied this way),
C. Finally we use a well established translational model for AN in which access to food is restricted in
time (1-2 hrs) with access to running wheels (known as the activity-based anorexia (ABA) model). This
latter model mimics the hyperactivity (increased running wheel activity), the anorexia (rodents with
running wheels eat less in the restricted feeding time than when no running wheel is present) and
metabolic and hormonal changes. The ABA model does not mimic disturbance of body image and other
psychological aspects. Some of the latter are captured in the food-related decision making tasks where




taking of food is punished by for instance a mild electric food shock. This allows to investigate the
mechanisms underlying inhibition of feeding under threat. Anorexia nervosa patients display high levels
~of anxiety in particular towards fatty foods.

To gain mechanistic insights, we will manipulate either the microbiome (using food restriction models A
and C), hormone signalling (obesity model and food restriction models A,B and C) or neuronal activity in
these models by providing microbiota (via gavage) from humans (AN patients and controls) after
antibiotics treatment of rodents, peripherally or centrally inject feeding related hormones as leptin and
ghrelin and ligands that mimic their action or opto- or chemo-genetically manipulate neurons that are
responsive to feeding-related hormones as leptin and ghrelin.

We will record neuronal activity and behaviour in these rodents by A. measuring calcium induced
fluorescence and electrical activity from defined neuronal populations B. observe behaviour in food-
related decision making tasks (Pavlovian and instrumental) and in general behavioural test as elevated
plus maze and open field, C. observe locomotion, food intake, body weight and take blood and stool
samples.

Research strategy for specific questions: 1. Does the microbiome of eating disorder patients
compared to controls accelerate development of anorectic behaviors in rodent models of eating
disorders? ‘

We will deplete the microbiome of rats by antibiotic treatment, followed by replenishment with human
microbiome from stool (anorexia patients and controls) via gavage followed by exposure to the ABA
model. We will take and analyse blood (hormone levels) and stool (microbiome) samples.

2. How do changes in microbiome and in hormones like leptin and ghrelin that are associated with eating
disorders affect neural circuits involved in food-related decision making?

We will treat rodents with hormones like ghrelin and leptin and drugs that mimic or block their action or
transplant human microbiome into rodents and record neuronal activity (using fiber photometry and
other technologies that allow specific recording) from specific neurons of the hypothalamus and
mesolimbic system and related it to performance in food-related decision making tasks.

3. Which specific neurons are required for the effect of these hormones on food-related decision making?
We will manipulate the activity of specific neurons (such as those responsive to leptin or ghrelin
responsive) of the hypothalamus and mesolimbic system using opto- and chemo-genetics and determine
the effect on food-related decision making tasks and development of obesity and/or anorexia

4. Do these neurons change their properties upon exposure of dietary manipulations?

We will expose rodents to specific dietary regimes (HFHS diet or food restriction models) and determine
neuronal activity (using calcium-induced fluorescence) during performance or food-related decision
making tasks and ex vivo (using slice electrophysiology).

5. Does treatment with drugs that target the hypothalamus- mesolimbic dopamine neurocircuit suppress
development of anorectic behaviours or of obesity in rodent models of eating disorders?

We will treat rodents with hormones like ghrelin and leptin and drugs that mimic or block their action and
determine their impact on development of anorexia in the ABA model or on development of obesity.
Although one might think that if addressing the first question would show that the transfer of stool from
controls compared to stool from AN patients does not make a difference in the ABA model, we would not
continue with question 2 and that this would result in a go-nogo decision. However, it could well be that
food related decision making is affected independent of an effect in the ABA model. Hormones as leptin
and ghrelin have already been implicated in obesity and AN. Thus also independent of the microbiome , it
is still important to determine how these hormones and the neural pathways via which they act impact
on the ABA model and obesity and food-related decision making.

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

To unravel how changes in hormones like leptin and gut-brain signalling affect neural circuits that are
involved in food-related decision making (see above), I here provide a basic outline of the experiments
that address the research questions.

Research questions: 1. Does the microbiome of eating disorder patients (transferred to rodents)
compared to controls accelerate development of anorectic behaviors in rodent models of eating
disorders?



We will transfer stool of anorexia patients and controls to rats and expose these rats to the activity-
based anorexia (ABA) model. We will use rats since we have extensive experience using rats in the ABA
model. Stool will be delivered per gavage. We will take blood samples to determine hormone levels.

The ABA model combines food restriction and running wheel availability. It has been shown to
adequately model weight loss, hyperactivity, amenorrhea, hormonal disturbances, learning deficits and
brain volume loss similar to human AN (Frintrop, L. Seitz, J. J. Neurosci. Methods 293, 191-198 (2018);
Adan et al Curr Top Behav Neurosci. 2011;6:229-50).

Microbiome manipulation: rats will be treated with antibiotics for 2 weeks to deplete their microbiome
and subsequently provides with (human) microbiome by gavage administration of diluted stool samples
from AN patients and controls.

We will obtain stool samples from 4 anorexia nervosa patients and that have a BMI lower than 15 and 4
aged matched lean controls. Both patients and controls will not be on a vegan, vegetarian or similar diet.

2. How do changes in microbiome and in hormones like leptin and ghrelin that are associated with eating
disorders affect neural circuits involved in food-related decision making? '
To test how microbiome and hormones affect neural circuits involved in food-related decision making we
will a. transfer stool of anorexia patients and controls to rats or mice b. inject rodents with hormones like
ghrelin and leptin or ligands that mimic of block their action and test how specific neurons, such as
midbrain dopamine neurons, respond during exposure of rodents to food-related decision making tasks.
Neuronal activity will be recorded using fiber photometry and related techniques, which requires a
stereotactic injection with a virus that delivers a calcium-sensitive fluorophore and implantation of an
optic fiber. In the tasks rodents can obtain palatable food items such as sucrose and in some
experiments this comes with the risk of being punished by time-out periods (a period that rodents can
not earn palatable food) and in some occasions a mild electric foot shock. We prefer to use rats, but in
cases we aim to record from specific neurons we cannot record from in rats, we use specific mouse cre
lines that allow to record from (cre-expressing) specific neurons. These rodents will be kept on a
restricted feeding schedule to keep them motivated in tasks to obtain palatable food and to avoid them
from becoming obese. It is the first time we will deplete and transplant microbiome. We are in touch with
three research groups that have experience with this and who advise us (Prof John Cryan, Univ of Cork;
Dr Jochen Seitz Universitdtsklinikum RWTH Aachen; Prof Aletta Kraneveld, UU). In case we need to use
mice to target specific neurons, we will repeat stool transplantation in mice to confirm that similar results
are obtains across species. Microbiome analysis will be performed by a participating institute (Kiel,
Germany) of the EU consortium this research is part of.
Detection of neuronal activity using calcium-sensitive fluorophores: rodents will be injected with
viruses that deliver calcium-sensitive fluorophores to specific cells (mostly expressing a recombinase like
cre) and an optic fiber or minicamera lens will be implanted above the injection site. (I
).
Hormone and drug administration: rodents will be injected with ligands either intraperitoneally,
subcutaneous, intravenous or intracerebroventricularly. In case of chronic administration we will
repeatedly inject ligands and where possible infuse ligands using minipumps or via drinking water. We
will also locally infuse ligands via a permanent intrabrain cannula in case we need to locally infuse ligands
into the brain. ,
We will implant permanent intravenous or intrabrain canullas, transponders and/or minipumps in
selected experiments.
Food-related decision making behavioural tasks: food-restricted rodents will be exposed to
auditory, visual and smell cues that signal food reward (Pavlovian experiments) or threat of punishment
(a mild electric footshock). In instrumental versions of food related decision making tasks rodents have
to press a lever, nose poke or lick to get access to food reward or withhold a response to avoid a mild

punishment (denial of food reward or mild electric footshock) (NN
)

Food restriction: Apart from the ABA model, we will food restrict rodents by either withholding access
to food for up to 24 hours followed by ad libitum access to food for at least 2 days or give rodents daily a
fixed amount of food such that they maintain 90% of body weight as compared to their normal ad lib fed
body weight.

3. Which specific neurons are required for the effect of these hormones on food-related decision making?




To unravel the neural circuitry that mediates the effect of hormones like leptin and ghrelin on food-
related decision making we will map inputs to neurons involved in decision making such midbrain
dopamine neurons and bring these neurons under opto- and chemogenetic control and related
techniques (such as silencing by tetanus toxin light chain expression). We will determine the impact of
these inputs on food related decision making and determine their requirement for the effect of hormones
like ghrelin and leptin.

We will use mice for these experiments since we need to target specific neurons using the cre-loxP and
related strategies. As new related strategy we will use FosCre(ER) mice (also known as MTRAP2 mice)
(DeNardo, L. A. et al. Temporal evolution of cortical ensembles promoting remote memory retrieval.
Nature Neuroscience 22, 460-469 (2019).), which allow to target neurons that are activated during
exposure of mice to a certain conditions, such as the ABA model. In these mice, the cre recombinase
gets expressed under control of the cFos promoter. The Fos promoter is active in activated neurons.
Using FosCre(ER) mice allows us genetic access to manipulate neurons (that are activated upon
exposure to a certain condition) with opto- and chemogenetics. For opto- and chemogenetics we need to
inject mice stereotactically with virus that deliver light- and drug sensitive proteins. We will inject drug
and hormones peripherally. In case of optogenetics, we will implant mice with optic fibers into their
brain. Mice will be exposed to food-related decision making tasks. For anatomical mapping and
optimization of viral injections we will only inject mice with viruses and sacrifice them after 3-5 weeks
and slice brains for immunohistochemistry.

Optogenetics: rodents will be injected with viruses that deliver light-sensitive ion channel to specific
cells (mostly expressing a recombinase like cre) and an optic fiber will be implanted above the injection
site such that these neurons become light-sensitive.

Chemogenetics: rodents will be injected with viruses that deliver a drug-sensitive receptor to specific
cells (mostly expressing a recombinase like cre) so that administration with drug only activates or
inhibits these cells. (Boekhoudt et al Neuropsychopharmacology. 2017 May;42(6):1315-1325)

4. Do these neurons change their properties upon exposure of dietary manipulations?

Mice will be exposed to the ABA model, other restricted feeding paradigms or to obesogenic diet (such as
high-fat-high-sucrose diet). To record from specific neurons, these mice will be injected with virus that
label these neurons with fluorophores and that allow to determine connectivity. Slice electrophysiology
and fiber photometry will be used to determine changes in electric properties of specific neurons

The high-fat-high-sucrose diet rapidly induces obesity and leptin resistance and we have established
this model in both rats and mice (deGit et al Int J Obes (Lond). 2018 Aug;42(8):1445-1457; laFleur et al
Int J Obes (Lond). 2007 Aug;31(8):1286-94). Exposure to this HFHS diet which on top of chow and
water consists of access to a 10-30% sucrose solution and saturated fat (lard) results within weeks in
adiposity and obesity

Slice electrophysiology: rodents will be perfused and brain slices prepared for electrophysiology to
measure neuronal activity in genetically defined neuronal populations

5. Does treatment with drugs that target the hypothalamus- mesolimbic dopamine neurocircuit suppress
development of anorectic behaviors in rodent models of eating disorders?

Rodents will be exposed to the ABA model and they will be treated with drugs that target neurons that
are sensitive for hormones like leptin and ghrelin. We will also target specific neurons using
chemogenetics, to test whether altering their activity impacts on the development of anorectic behaviors
in the ABA model. We prefer to use rats, but if specific targeting of neurons is not possible in rats, we will
use (specific strains of cre-)mice.

For drug delivery we will choose the route of administration we will either use repeated injections or
minipumps based upon optimal efficacy and the least burden to the animal. In case we use
chemogenetics, rodents will be injected with virus into the brain.

Species We will use rats and mice for these experiments, where we chose the best model to address the
question. For instance, we will use rats for the ABA model because rats endure the ABA procedure better
than mice: in the ABA model, typically rats get access for only 1 hour to food, whereas mice do not
survive this protocol and are fed 2-3 hours depending on the susceptibility of the mouse strain that is
used. We will use cre-mice in cases that we need to target specific neuronal populations that we can not



target in rats. We prefer to use the rat-since this is the most commonly used laboratory animal for this
model (including ours) and most literature data is available. We only use mice if rats cannot be used. We
also have experience with the ABA model in the mouse. We use mice if: 1) genetically engineered mice
are needed to answer the question or 2) the rat is not usable because the substance we want to test is
not active in the rat.

Gender We will preferably use males for our experiments because we discovered that food-related
decision making tasks generate more variable results in females than males, which are attributed to the
estrous cycle (NSRS ) A females are more
susceptible to develop anorectic behaviors in the ABA model, we will use young female rats in case of
exposure to the ABA model. These young female rats that are food-restricted lack an estrous cycle, and
the behavioural responses are therefore less variable.

Strains of rodents: TH cre rats, Wistar, Long Evans, PtxCre mice, LepRcre mice, GHSR cre mice,
FosCre(ER) mice, fluorescent reporter mice (GFP and TdTomato), NPY-cre mice, vGATcre mice, vGlutcre
mice.

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.

Coherence between components of the project: (1) We will start by assessing the impact of microbiome
on development of anorectic behaviour and on body weight in the ABA model and assess whether
hormones like leptin and ghrelin are mediating factors. (2) We will test how hormones like leptin and a
change in microbiome impact on neural circuits implicated in food-related decision making by recording
neuronal activity during task performance. (3) We will test the requirement of specific neurons for the
effects hormones on food-related decision making. (4) We dive deep into changes in plasticity of specific
neurons when mice are exposed to ABA and obesogenic environment. (5) Finally we test whether
targeting these specific neurons has therapeutic efficacy in the ABA model.

Thus, we will start by assessing the effect of gut-brain signalling (using manipulations with hormones and
microbiome) on food-related decision making and on body weight, determine via which neurons effects
are mediated, determine how these neurons change in the context of the experiments and finally test
whether specific targeting of these neurons has therapeutic efficacy.

The project consists of components that can each be carried out separately. The outcomes of the
components can lead to a refinement of the approach of another component. This is an iterative process
in which the various components together provide insight. Rather that go/ no decisions, the outcome of
one component refines the strategy in another. The parts together form a whole that gives more insight
than each component on itself. For instance, once we know which subpopulation of leptin or ghrelin
responsive neurons most strongly affect food-related decision making, we will focus more on these
neurons and study whether these neurons change their properties when rodents are exposed to the ABA
or HFHS model.

Part of this project is funded by an EU ERANET project on the microbiome in eating disorders (ED). In
this ERANET project the goal is to utilize knowledge of the gut microbiome in ED and utilize it
therapeutically by treatment with pre- and probiotics in patients. From this project we will obtain stool
samples and our microbiome and blood samples will be analysed. We will relate changes in microbiome
to changes in blood hormone levels and development of anorectic behaviors.

Since we hypothesize that hormonal changes (in for instance leptin and ghrelin) mediate the effects of an
altered microbiome, we also test the effect of ligands that mimic or block the action of leptin- and ghrelin
sensitive neurons likely involved in food-related decision making. We cannot do these experiments in the
ABA or HFHS model since these hormones are already changed in these models and other factors caused
by the alteration of body weight may impact on this neurocircuitry. We will also transplant microbiome
to rodents not exposed to the ABA or HFHS model to determine whether the effect of the microbiome is
present in normal weight rodents.

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

Serial number  Type of animal procedure
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ADVIES PROJECTVOORSTEL DIERPROEVEN 2 DEC
2UTRECHT
A. Algemene gegevens over de procedure
1. Aanvraagnummer  : AVD1150020198686-1

2. Titel van het project : How hormones like leptin and gut-brain signaling affect neural cicuitry of
food-related decision making

3. Titel van de NTS : Hoe hormonen als leptine en darm-brein communicatie voedings-
gerelateerd beslisgedrag beinvioedt

4. Type aanvraag:
[ ] nieuwe aanvraag projectvergunning
¢ wijziging van vergunning met nummer : AVD1150020198686

5. Contactgegevens DEC

Naam DEC : DEC Utrecht
Telefoonnummer contactpersoon : 088 — 75 59 247
Emailadres contactpersoon : dec-utrecht@umcutrecht.nl

6. Adviestraject (data dd-mm-jjjj):
4 ontvangen door DEC: 04-08-2020
[ ] aanvraag compleet:
X in vergadering besproken: 05-08-2020 en 07-10-2020
D anderszins behandeld:
& termijnonderbreking(en) van / tot : 17-08-2020 / 04-09-2020
[ ] besluit van CCD tot verlenging van de totale adviestermijn met max. 15 werkdagen:
[ ] aanpassing aanvraag:
advies aan CCD: 27-10-2020

7. De aanvraag is afgestemd met de IvD en deze is hiermee akkoord.
8. Eventueel horen van aanvrager: n.v.t.

9. Correspondentie met de aanvrager
- Datum vragen: 10-09-2019
- Datum antwoord: 20-09-2019
- Gestelde vragen en antwoorden:
Uw brief
e U schrijft in uw brief dat u muizen wilt gaan gebruiken in plaats van ratten, maar het
aantal aangevraagde ratten vermindert niet. Dit zou volgens de DEC voor de hand
liggen. U geeft immers aan dat er affiniteit bij bepaalde stoffen is voor de muis (en
mens), maar niet voor de rat. Kunt u duidelijk aangeven voor welke stoffen er ratten
gebruikt gaan worden en voor welke stoffen er muizen gebruikt gaan worden? Uit uw

Dierexperimentencommissie Utrecht | Telefoon 088 7559247 | dec-utrecht@umcutrecht.nl | www.dec-utrecht.nl




brief zou nu opgemaakt kunnen worden dat er (mogelijk zelfs tegen beter weten in)
zowel muizen als ratten gebruikt worden voor bepaalde stoffen. Als u nog niet duidelijk
is of er muizen of ratten gebruikt worden, dan dit graag aangeven en onderbouwen in
de tekst.

We geven er de voorkeur aan experimenten (activity-based anorexia model; ABA) in
ratten uit te voeren omdat de rat voor dit model het meest gebruikte proefdier is (ook bij
ons) en de meeste literatuur gegevens beschikbaar zijn. Alleen als ratten niet gebruikt
kunnen worden gebruiken we muizen. We hebben ook ervaring met het ABA model in de
muis. We gebruiken muizen als: 1) genetische gemoficeerde dieren nodig zijn om de
vraagstelling te beantwoorden of 2) de rat niet bruikbaar is omdat de stof die we willen
testen niet in de rat werkzaam is. We kwamen er achter dat een MC4 antagonist waarvan
bekend is dat die werkt in mens en muis, niet werkzaam is in de rat (daar was geen
literatuur over). Dit leidt ertoe dat we dit experiment niet meer in ratten doen maar in
muizen, maar de ratten zijn al gebruikt voor deze stof en er is dan ook geen vermindering
in het aantal ratten. Ik sluit niet uit dat we in de toekomst nogmaals met dergelijke
onverwachte situaties geconfronteerd worden, omdat we ook werken met nieuwe
farmaca waarvan nog niet zo veel bekend is. We verwachten niet dat alle dieren
waarvoor vergunning is aangevraagd ook daadwerkelijk gebruikt zullen worden. Omdat
er altijd onvoorziene omstandigheden zijn (zoals we nu zagen met de MC4 antagonist)
hebben we wat meer dieren aangevraagd dan in de praktijk nodig zal zijn. Immers je
mag niet meer dieren gebruiken dan vergund, maar wel minder.

Projectvoorstel

¢ Algemeen: De DEC verzoekt u (naast de gewijzigde bijlage en NTS) een gewijzigd
projectvoorstel in te dienen waarin u onderbouwt (bijvoorbeeld bij de strategie)
waarom u naast ratten ook voor muizen kiest (in het licht van de stoffen waar het om
gaat). Wijzigingen die nodig zijn naar aanleiding van bovenstaande vragen over de
brief ook graag verwerken in het projectvoorstel. Graag alleen de wijzigingen die nu in
het kader van deze wijziging aangevraagd worden in rood aangeven en niet de eerder
gemaakte wijzigingen van de originele indiening.

Bijlage 1

e A Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters: Bij punt 1.2 ‘Drug treatment
in the ABA model in mice' noemt u 360 muizen met een drop-out van 15%, maar deze
15% is niet gecompenseerd. Graag nog narekenen.

Ik zal 360 met 15% verhogen tot 424 muizen.

e U wilt muizen gaan gebruiken, maar geeft in de projectbeschrijving (3.4.2) aan dat
ratten de ABA procedure beter doorstaan dan de muizen en dat u daarom bij voorkeur
ratten gebruikt. De DEC leidt daaruit af dat het ongerief voor de muizen hoger zou
kunnen zijn. Graag toelichten en aangeven of het ongerief nog in dezelfde categorie
valt. Dit is nu nog niet aangepast in de aanvraag. Als het 'running wheel’ de
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belangrijkste factor in de mate van ongerief is, dan dit graag in verband brengen
hiermee.

Het ongerief bij muizen is vergelijkbaar aan dat van de rat. Het ongerief wordt
veroorzaakt omdat de dieren meer energie verbranden door loopwielactiviteit en de tijd
dat ze toegang hebben tot eten minder voedsel tot zich nemen dan dieren die geen
loopwiel hebben (en ook op hetzelfde voedselregime staan). De dieren raken door de
negatieve energiebalans verzwakt en dat geeft het ongerief. Wat ik bedoel met beter
doorstaan is dat de muis het model niet doorstaat als er maar 1 uur per dag voedsel
gegeven wordt zoals bij de rat het geval is. Bij de muis wordt 2-3 uur per dag voedsel
gegeven, en dit is afhankelijk van de muizenstam omdat niet iedere stam even gevoelig is
voor het model (zie ook (RN ARSIECIsR

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

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling)

1. Het project is vergunningplichtig (dierproeven in de zin der wet).
2. De aanvraag betreft een wijziging op een bestaande vergunning.
3. De DEC is competent om hierover te adviseren.

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

C. Beoordeling (inhoud):

1. De DEC is van mening dat deze aanvraag toetsbaar is en voldoende samenhang heeft.
Hoofddoel van dit project is om uit te zoeken hoe veranderingen in voeding-gerelateerde
hormonen (zoals leptine, ghreline) en darm-hersen communicatie in knaagdier modellen voor
eetstoornissen (zoals blootstelling aan een dieet inducerende obesitas of aan honger modellen),
neurale circuits beinvioeden die betrokken zijn bij voedsel-gerelateerd beslisgedrag om te veel
te eten (obesitas) of te weinig te eten (zoals bij anorexia nervosa, AN).

Recente studies hebben aangetoond dat de darmmicrobioom-samenstelling bij AN patiénten
duidelijk is verstoord (dysbacteriose). Verder is aangetoond dat transplantatie van feces van
muizen in een obesitasmodel naar zogenaamde “germ-free” (gnotobiotic) controle muizen
obesitas induceerde. Een studie bij de mens heeft laten zien dat transplantatie van feces van
gezonde mensen naar AN patiénten resulteerde in gewichtstoename. Veranderingen in het
microbioom zijn dus zeer waarschijnlijk gerelateerd aan eetstoornissen, maar het is nog niet
bekend via welke mechanismen dit verloopt.

Uit de specifieke doelen van het project blijkt het basale karakter van het onderzoek: 1) Is het
getransplanteerde microbioom van patiénten met AN naar een kaagdiermodel voor AN in staat
de symptomen van AN in deze dieren te verergeren? 2) Hoe kunnen veranderingen in het
microbioom en in hormonen, zoals leptine en ghreline, die gerelateerd zijn aan eetstoornissen,
neurale circuits beinvioeden die betrokken zijn bij voedsel-gerelateerd beslisgedrag? 3) Welke
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specifieke neuronen zijn betrokken bij deze hormoon effecten op voedsel-gerelateerd
beslisgedrag? 4) Veranderen deze neuronen van eigenschappen tijdens dieetmanipulaties? En 5)
Spelen hormonen, zoals leptine en ghreline of medicijnen die de werking van deze hormonen
nabootsen of remmen een rol in het AN model of bij de inductie van obesitas. Verder wordt
onderzocht of deze stoffen via hypothalamo-mesolimbische dopaminerge neurocircuits de
ontwikkeling van het eetstoornisgedrag in muizenmodellen voor AN en obesitas kunnen
remmen.

Het project stemt het meest overeen met voorbeeld 4B uit de Handreiking “Invulling definitie
project”.

De gevraagde wijziging heeft betrekking op het uitvoeren van een deel van de experimenten met
muizen (n plaats van met ratten, omdat gebleken (s, dan wel de verwachting is, dat de stoffen die
de onderzoekers willen testen niet altijd werkzaam zijn in ratten. Zo is tijdens de uitvoering van de
experimenten gebleken dat een MC4 antagonist waarvan bekend is dat die werkt in mens en muis,
niet werkzaam (s in de rat (er was geen literatuur beschikbaar die daarop wees). De onderzoeker
gebrutkt bij voorkeur ratten, omdat de rat voor het gebruikte diermodel (activity-based anorexia
model; ABA) het meest geschikt proefdier is en daarover de meeste literatuur gegevens
beschikbaar zijn. De onderzoeker kan niet uitsluiten dat in toekomstige gevallen zal blijken dat
ook andere te testen stoffen in ratten niet werken en wil dan de mogelijkheid hebben om uit te
wijken naar muizen. Over de vraag of dit invloed heeft op het ongerief en het aantal te gebruiken
dieren verwijst de commissie naar C11 en CI15.

2. Voor zover de DEC bekend, is er geen mogelijk tegenstrijdige wetgeving die het uitvoeren van
de dierexperimenten in de weg zou kunnen staan.
De gevraagde wijziging heeft hierop geen invloed.

3. De in de aanvraag aangekruiste doelcategorieén sluiten aan bij de hoofddoelstellingen. De
gevraagde wijziging heeft hierop geen invloed.

Belangen en waarden

4. Het directe doel van het project is: 1) om uit te zoeken hoe perifere manipulaties (zoals de
behandeling van AN en obesitas met medicijnen die de werking van hormonen zoals leptine en
ghreline, stimuleren of remmen, en veranderingen in het microbioom) de modellen voor AN en
obesitas beinvloeden. En 2) om uit te zoeken hoe veranderingen in hersencircuits (gefocust op
het laterale hypothalamus- mesolymbische dopaminerge neurocircuit) betrokken zijn bij
voedsel-gerelateerd beslisgedrag (in modellen die de voedselkeuze en voedsel-gerelateerde
angst kunnen vastleggen).
Het uiteindelijke fundamentele doel van het project is om meer inzicht te verkrijgen over hoe
veranderingen in hormonen, zoals leptine en ghreline, en in darm-hersen communicatie (o.a. via
cytokines), die voorkomen in modellen voor eetstoornissen, de neurale circuits beinvioeden en
die betrokken zijn bij voedsel-gerelateerd beslisgedrag in modellen voor voedselkeuze en
voedsel-gerelateerde angst. Van belang is ook dat gefocust wordt op behandeling met
medicijnen die de werking van hormonen nabootsen of remmen.
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