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1." . 

1 9 JUN Z017 

Aanvraag 
Projectvergunning Dierproeven 
Administratieve gegevens 

U bent van plan om één of meerdere dierproeven uit 
te voeren. 
Met dit formulier vraagt u een vergunning aan voor 
het project dat u wilt uitvoeren. Of u geeft aan wat u 
in het vergunde project wilt wijzigen. 
Meer informatie over de voorwaarden vindt u 
op de website www.zbo-ccd.nl of in de toelichting 
op de website. 
Of bel met 0900-2800028 (10 ct/min). 

D 

1 Gegevens aanvrager 
1.1 Heeft u een 

deelnemernummer van de 
NVWA? 

1.2 

1.3 

Neem voor meer informatie 
over het verkrijgen van een 
deelnemernummer contact 
op met de NVWA. 

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

Vul de gegevens van het 
postadres in. 
Alle correspondentie van de 
CCD gaat naar de 
portefeuillehouder of diens 
gemachtigde en de 
verantwoordelijke 
onderzoeker. 

1.4 Vul de gegevens in van de 
verantwoordelijke 
onderzoeker. 

1.5 (Optioneel) Vul hier de 
gegevens in van de 
plaatsvervangende 
verantwoordelijke 
onderzoeker. 

~Ja > Vul uw deelnemernummer in j_1_0_3_0_0 ____ _ 

I D Nee > U kunt geen aanvraag doen 

I Naam instelling of 
organisatie I Stichting Katholieke Universiteit Nijmegen 

Naam van de 
portefeuillehouder of 
diens gemachtigde 

KvK-nummer 

Instantie voor dierenwelzijn 

4 0 5 5 6 2 9 

Straat en huisnummer ! Geert GrooteP-Ie""in"--------------~".1~0".__ __ 

Postbus I 9101, 

Postcode en plaats 16S_O_OI:IB ___ ,~jjmegen"-----

IBAN I NL90ABNA0231209983 

Tenaamstelling van het I 
rekeningnummer ! UMC St Radboud 

(Titel) Naam en I 
voorletters : 1 

10 Dhr. D Mw. 
I 

Funct:..::i:..::e _____ _jJ:tg_qgle_raçu:_· __________________________ _ 
Afdeling I 

E-mailadres 

(Titel) Naam en 
voorletters 

Functie 

Afdeling 

Telefoonnummer 

E-mailadres 

I0 Dhr. D Mw. 



1.6 (Optioneel) Vul hier de 
gegevens in van de persoon 
die er verantwoordelijk voor 
is dat de uitvoering van het 
project in overeenstemming 
is met de projectvergunning. 

1. 7 Is er voor deze 
projectaanvraag een 
gemachtigde? 

r ; 

2 van 3 

-'~~ite~I=) =N=aa=m __ e_n ____ j.~ I-~~~~~~~~ .. ~~~~--~~~~I[----------I~D~D~hr~. ~D~M:w~. --_voorletters ~ 

Functie I Instantievoor Dierenwelzijn 
------------------~ 

i 10 Ja > Stuur dan het ingevulde formulier Melding Machtiging mee met deze aanvraag 

jO Nee 

2 Over uw aanvraag 

2.1 

2.2 

2.3 

Wat voor aanvraag doet u? 

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

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

jl&l Nieuwe aanvraag > Ga verder met vraag 3 

i D Wijziging op (verleende) vergunning die negatieve gevolgen kan hebben voor het 
I dierenwelzijn 

I Vul uw vergunde projectnummer i 
I in en ga verder met vraag 2.2 I 
ll D Melding op (verleende) vergunning die geen negatieve gevolgen kan hebben voor het 

dierenwelzijn 
I 
I
, Vul uw vergunde projectnummer 

In en ga verder met vraag 2.3 

•l

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

i aanvraagformulier 

i D Nee > Ga verder met vraag 3 

LD"Nee > Ga verder met vraag,_3=-----------------------------------------­
! D Ja > Geef hier onder een toelichting en ga verder met vraag 6 

3 Over uw project 

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

3.2 

3.3 

3.4 

Wat is de titel van het 
project? 

Wat is de titel van de niet­
technische samenvatting? 

Wat is de naam van de 
Dierexperimentencommissie 
(DEC) aan wie de 
instellingsvergunninghouder 
doorgaans haar projecten ter 
toetsing voorlegt? 

Startdatum 1 4 -0 7 2 0 1 7 

Einddatum 14_08_2019 
I 

i The rele of magnesium in cardiovascular disease in chronic renal impairment 

i Kan extra magnesium de ontwikkeling van problemen aan hart- en vaten bij chronische 
I - . . 
Naam DÈC I RU DEC 

Postadres l Postbus 9101, 6500 HB Nijmegen 

_E_-_m_a_i_la_d_r_es ________ ..:_j; ' 



3 van 3 

4 Betaalgegevens 

4.1 Om welk type aanvraag 
gaat het? 

4.2 Op welke wijze wilt u dit 
bedrag aan de CCD 
voldoen. 
Bij een eenmalige incasso 
geeft u toestemming aan 
de CCD om eenmalig het 
bij 4.1 genoemde bedrag af 
te schrijven van het bij 1.2 
opgegeven 
rekeningnummer. 

0 Nieuwe aanvraag Projectver unnlng ( 1.035,00 Leg,-"e'-------------
[j Wijziging €: Lege 

----------~~---------------------------------
0 Via een eenmalige incasso 

0 Na ontvangst van de factuur 

5 Checklist bijlagen 
5.1 Welke bijlagen stuurt u 

mee? 
Ve licht 

[!] Projectvoorstel 

1!1 Niet-technische samenvatting 

Overige bijla.gen, Indien van toepassing 

D Melding Machtiging -------------------------
[!] DEC-advies en factuurinformatie 

6 Ondertekening 
6.1 Print het formulier uit, 

onderteken het en stuur 
het Inclusief bijlagen vla de 
beveiligde e-mailverbinding 
naar de CCD of per post 
naar: 

Centrale Commissie 
Dierproeven 
Postbus 20401 
2500 EK Den Haag 

Ondertekening door de lnstelllngsvergunninghouder of gemachtigde (zie 1.6). De 
ondergetekende verklaart: 

dat het projectvoorstelis afgestemd met de Instantie voor Dierenwelzijn. 

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

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

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

• dat het formulier volledig en naar waarheid Is ingevuld. 

Naam 

Functie i Instantie voor dierenwelzijn 

Plaats ! Nijmegen 

Datum 1 16-06-2017 

Handtekening 
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Figure 1. Pilot magnesium diets 
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Figure 2. Pilot modeJ nephrectomy + calcification 
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Figure 3. Main experiment 
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DEC-advies  

A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer: 2016-0096 

2. Titel van het project: The role of magnesium in cardiovascular disease in chronic renal 

impairment 

3. Titel van de NTS: Kan extra magnesium de ontwikkeling van problemen aan hart- en vaten bij 

chronische nierziekte verminderen? 

 

4. Type aanvraag: 

 nieuwe aanvraag projectvergunning 

 wijziging van vergunning met nummer 

 

5. Contactgegevens DEC: 

- naam DEC:  RUDEC 

- telefoonnummer contactpersoon:  , bereikbaar op maandag, dinsdag, en 

 donderdag van 9:00 tot 15:00 uur 

- e-mailadres contactpersoon:   

 

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

 ontvangen door DEC: 17-01-2017 

 aanvraag compleet 

 in vergadering besproken: 21-02-2017, 04-04-2017, en 09-05-2017 

 anderszins behandeld 

 termijnonderbreking(en) van 28-02-2017 tot 20-03-2017 en van 10-04-2017 tot 18-04-2017 en 

van 15-05-2017 tot 22-05-2017 

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

 aanpassing aanvraag: 20-03-2017, 18-04-2017 en 22-04-2017 

 advies aan CCD: 16-06-2017 

 

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

uitvoering van het project binnen deze instelling. 

 

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

 

9. Correspondentie met de aanvrager 

- Datum vragen: 28-02-2017 

- Datum antwoorden: 20-03-2017 

 

- Gestelde vragen en antwoorden: 

 

Titel: Can additional magnesium reduce the development of cardiovascular complications in 

chronic kidney disease? 

 

Project Proposal:  

-3.1: De commissie mist een heldere uiteenzetting van de achtergronden van deze 

projectaanvraag. Er is kennelijk een omgekeerde relatie tussen Mg-gehalte in bloedplasma 

en het optreden van cardiovasculaire aandoeningen (door calcificaties of door een direct 

effect op de vaatspieren en het hart). Patiënten met slecht functionerende nieren hebben 

een hoger Mg-gehalte in het bloedplasma, maar desondanks toch een hoger risico op 

5.
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cardiovasculaire aandoeningen. Onvoldoende onderbouwd blijft waarom de onderzoekers 

menen dat het verhogen van het (toch al hoge) Mg-gehalte in het bloedplasma middels Mg-

suppletie zal leiden tot een vermindering van cardiovasculaire ziekte bij nierpatiënten. Heeft 

dit misschien te maken met het vergroten van de fractie vrije Mg-ionen ten opzichte van het 

totaal Mg-gehalte? In de achtergrond wordt niet uitgelegd uit welke componenten 

calcificaties bestaan en hoe zij ontstaan. Hierdoor is het ook onduidelijk hoe 

hypermagnesiaemie calcificaties zou kunnen tegengaan. De commissie vermoedt dat Ca-

ionen ook een belangrijke rol spelen, maar deze worden niet in samenhang met deze 

problematiek besproken. Aan het einde van de tweede alinea wordt vermeld dat een lage 

Mg-concentratie een risicofactor voor CKD is. CKD patiënten hebben toch juist een hoger 

Mg-gehalte in het bloedplasma? Bedoelden de onderzoekers hier CVD i.p.v. CKD? 

Antwoord: Patiënten met slecht functionerende nieren hebben een verhoogd risico op 

cardiovasculaire ziekte. Bij deze mensen zijn veel risicofactoren aanwezig die het risico op 

cardiovasculaire ziekte verhogen. Dit zijn zowel de traditionele risicofactoren (net zoals in de 

algemene populatie) zoals hoge bloeddruk en hoog cholesterol, maar ook nierspecifieke 

risicofactoren zoals een hoge fosfaatconcentratie in het bloed en zoals u inderdaad terecht 

suggereert ook verhoogde calciumconcentratie in het bloed is een belangrijke risicofactor.  

 

Bij dialysepatiënten (met dus eindstadium nierfalen) en ook bij mensen met vroegere stadia 

van nierziekte, is een associatie gevonden tussen een relatief hogere waarde (dus niet zozeer 

een waarde boven de referentiewaarde) van het magnesiumgehalte in het bloed en minder 

totale sterfte en minder sterfte aan hart- en vaatziekten. De optimale waarde voor de 

magnesiumconcentratie bij dialysepatiënten blijkt duidelijk hoger dan de in de algemene 

bevolking gemiddelde waarde en ook hoger dan de meest voorkomende waarde bij dialyse-

patiënten. Bovendien kan niet gesteld worden dat alle mensen met een verminderde 

nierfunctie (maar nog niet van dialyse afhankelijk) een verhoogde magnesiumwaarde in het 

bloed hebben. Bij minder ernstige stadia van nierinsufficiëntie kan het magnesiumgehalte 

binnen de waarden blijven die voor de algemene bevolking gelden als normaal. Aangezien het 

optimum voor mensen met een nierziekte dus hoger lijkt te liggen dan als normaal wordt 

beschouwd is er voor patiënten met een nierziekte een window-of-opportunity. Deze hogere 

optimale waarde is op meerdere manieren te verklaren en is de kern van onze hypothese. 

Het is mogelijk dat de optimale waarde voor iemand met een verminderde nierfunctie anders 

is dan voor gezonde personen, bijvoorbeeld door een veranderde binding aan andere 

moleculen in het bloed, veranderde balans tussen de verdeling van magnesium over de 

verschillende lichaamscompartimenten en veranderde hoeveelheden van andere elektrolyten 

(zoals calcium en fosfaat) die bijdragen aan ectopische calcificatie. In die situatie zou dus een 

hoger magnesium meer protectie kunnen bieden.  

 

De wijze waarop een hoger magnesium cardiovasculaire ziekte tegen kan gaan is nog niet 

opgehelderd. Kijkend naar de biologische functies van magnesium, met een rol voor veel 

enzymreacties en beïnvloeding van passage van andere elektrolyten over de celmembraan, 

zijn veel beschermende mechanismen mogelijk, die verstoord zijn bij nierfalen.  

Specifiek voor vasculaire calcificatie zijn er meerdere mechanismen gesuggereerd. Vasculaire 

calcificatie bestaat uit componenten die vergelijkbaar zijn met bot en inderdaad is calcium 

daarbij ook een belangrijke component. Bij het proces van vasculaire calcificatie wordt er een 

extracellulaire matrix gevormd van eiwitten die ook in bot voorkomen, zoals een netwerk van 

collageen en osteonectin, waarin hydroxyapatiet (een mineraal van calcium en fosfaat, 

Ca10(PO4)6(OH)2) zich afzet, leidend tot een gecalcificeerde matrix. De botachtige 

matrixeiwitten worden uitgescheiden door gladde spiercellen uit de vaatwand die zijn 

gedifferentieerd tot een meer bot-achtig fenotype doordat zij bot-achtige genen tot expressie 

brengen. De veranderde genexpressie van deze gladde spiercellen kan ontstaan in respons op 
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een overmaat aan calcificatie stimulerende factoren waarbij een hoog fosfaatgehalte een 

belangrijke stimulans is. Het neerslaan van hydroxyapatiet in de extracellulaire matrix wordt 

bevorderd door matrix vesicles die worden uitgescheiden door de bot-achtige gladde 

spiercellen en rijk zijn aan calcium en fosfaat en enzymen bevatten. Bij een overmaat aan 

calcium, fosfaat en een tekort aan calcificatie remmende eiwitten (zoals MGP), vormen deze 

matrix vesicles een nidus voor de vorming van hydroxyapatiet kristallen, die vervolgens zich 

kunnen afzetten in de extracellulaire matrix.(1)  

Het mechanisme waarop een hoger magnesiumgehalte dit proces remt is niet opgehelderd. 

Er zijn verschillende mechanismen gesuggereerd. Mogelijke mechanismen zijn een direct 

remmend effect van extracellulaire magnesiumionen op de vorming van hydroxyapatiet 

kristallen, remmen van calciumkanalen waardoor de overmatige calciuminflux in de gladde 

spiercellen afneemt, een effect via binding aan de calcium-sensing receptor gevolgd door een 

onbekend moleculair mechanisme waardoor calcificatie wordt geremd, of een effect van 

magnesium door intracellulair het calcificatieproces te remmen bijvoorbeeld door remming 

van de expressie van bot-achtige genen (via een nog onbekend moleculair mechanisme).(2)  

 

Op basis van deze genoemde argumenten is onze hypothese dat een hoger magnesium in het 

dieet het optreden van cardiovasculaire aandoeningen kan verminderen. We hopen hiermee 

de achtergrond van de aanvraag voldoende te hebben verduidelijkt. In reactie op uw laatste 

vraag kunnen we inderdaad zeggen dat waar "risicofactor voor CKD" stond "risicofactor voor 

cardiovasculaire ziekte in CKD" werd bedoeld. We hebben dit aangepast. 

 

1.Shanahan CM, Crouthamel MH, Kapustin A, Giachelli CM. Arterial calcification in chronic kidney 

disease: key roles for calcium and phosphate. Circulation research. 2011;109(6):697-711. 

2.Massy ZA, Nistor I, Apetrii M, Brandenburg VM, Bover J, Evenepoel P, et al. Magnesium-based 

interventions for normal kidney function and chronic kidney disease. Magnes Res. 2016. 

 

-3.1: Hebben de dieren in het beoogde (chirurgische) model met verminderde nierfunctie 

ook een verhoogd Mg-gehalte in het bloed? Wat gebeurt er met het Mg-gehalte in het bloed 

wanneer er een hoog of laag Mg-dieet wordt gegeven aan dieren met een slechte 

nierfunctie? 

Antwoord: Het is bekend dat er bij eindstadium nierfalen een verhoging van de serum 

magnesiumspiegel kan optreden ten gevolge van een verminderde renale 

magnesiumexcretie. Daartegenover echter staat dat kaliumbeperkende dieetadviezen 

doorgaans ook leiden tot minder magnesium inname met het dieet, daar beide mineralen 

veel in de dezelfde dieetproducten voorkomen. De nierinsufficiëntie die in de experimenten na 

een succesvolle nefrectomieprocedure bij de ratten geïnduceerd wordt, is geen eindstadium 

van nierfalen. Uit ervaring in het VUMC met nefrectomie bij ratten weten we dat er bij deze 

dieren geen biologische neveneffecten van de verminderde nierfunctie werden gezien. 

Derhalve verwachten we niet dat de dieren in het chirurgisch model een verhoogde serum 

magnesium waarde zullen hebben. 

In de pilot waarin de magnesium diëten worden getest, zal een hoog en een laag magnesium 

dieet worden geselecteerd dat verdragen wordt (geen ernstige hypo- of hypermagnesiëmie 

veroorzaakt) en waarbij het dieet met hoog magnesium een hoger serum magnesium tot 

gevolg heeft. Aangezien we in de pilot een “laag” magnesium dieet gebruiken dat de 

hoeveelheid magnesium bevat die voldoet aan de aanbevolen hoeveelheid volgens de 

Amerikaanse richtlijn voor rattenvoeding, verwachten we met dit dieet een normaal of in 

ieder geval niet ernstig verlaagd serum magnesium te zien. Bij de dieren met nefrectomie 

verwachten we een vergelijkbaar effect te zien, namelijk een normaal of in ieder geval niet 

ernstig verlaagd serum magnesium bij het “laag” magnesium dieet en een hogere serum 

magnesiumspiegel zonder ernstige hypermagnesiëmie bij het hoog magnesium dieet. Als er 

meer magnesium aanbod is, zoals bij het hoog magnesium dieet, kan de renale excretie 
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stijgen om dit hogere aanbod deels te compenseren. Theoretisch zou het kunnen dat de 

renale excretie van magnesium meer stijgt bij de dieren zonder nefrectomie dan bij de dieren 

met nefrectomie. Hierdoor zouden de dieren met nefrectomie dan een iets hoger serum 

magnesium kunnen krijgen bij het hoog magnesium dieet, dan de dieren zonder nefrectomie. 

Echter, we verwachten we dat dit verschil tussen dieren met en zonder nefrectomie gering zal 

zijn en het dieet dus ook bij de dieren met nefrectomie geen ernstige hypermagnesiëmie zal 

veroorzaken.     

 

-3.1:Wanneer er heel weinig magnesium beschikbaar is, dan zal de Mg-huishouding in de 

darm veranderen om zoveel mogelijk magnesium in het lichaam te krijgen/houden. Een 

beschrijving van dit mechanisme en eventuele implicaties voor de experimenten ontbreken. 

Antwoord: De relatieve opname van magnesium in de darm zal inderdaad worden aangepast 

aan het aanbod. Bij minder aanbod is er relatief meer opname, bij veel aanbod is er relatief 

minder opname en er is ook een limiet aan de totale opnamecapaciteit. Hierdoor is de hoogte 

van het dieet niet 1 op 1 te vertalen naar de magnesiumopname in de darm. Echter, er is een 

ook een limiet aan de mogelijkheid tot aanpassing van de relatieve opname waardoor er wel 

degelijk een associatie is tussen magnesium inname via het dieet en de concentratie in het 

bloed. Uit eerdere studies is bekend dat het mogelijk is om met variatie van het 

magnesiumaanbod in het dieet een variatie van de magnesiumconcentratie in het bloed te 

bereiken bij ratten. Het doel van de experimenten is niet om de relatie tussen de exacte 

hoeveelheid opgenomen magnesium en het optreden van cardiovasculaire complicaties te 

kwantificeren, maar om vast te stellen of we door het ophogen van magnesium in het dieet 

het optreden van cardiovasculaire complicaties kunnen verminderen. Een verschil in relatieve 

opname bij een hoog of laag magnesium dieet staat het beantwoorden van de vraag dus niet 

in de weg mits het verschil in relatieve opname niet leidt tot een netto identieke absorptie 

van magnesium bij de verschillende diëten. Dit laatste zal worden ondervangen met de 

pilotstudie waarin het effect van verschillen in magnesium-content van het diëet op de 

plasma magnesium spiegel zal worden geëvalueerd. 

 

-3.4.2: Kan het effect van Mg2+ op calcificaties in bloedvaten en op hartcellen niet in 

dezelfde dieren onderzocht worden? Wellicht kunnen de experimenten op één locatie 

plaatsvinden: hierdoor wordt de helft van het aantal dieren uitgespaard. Doelstellingen 4 en 

5 kunnen in principe met dezelfde dieren behaald worden als doelstellingen 1,2, en 3. 

Antwoord: Alvorens tot het besluit te komen om de experimenten op 2 locaties uit te willen 

voeren, hebben we de mogelijkheden op de 2 locaties uitgebreid geëxploreerd. Hieruit 

hebben we geconcludeerd dat het alleen mogelijk is om de beschreven experimenten uit te 

voeren door de lokale faciliteiten en beschikbare expertise en infrastructuur van Radboudumc 

en VUMC te combineren.  

Voor het vervaardigen van micro-CT is de apparatuur en expertise aanwezig in Nijmegen. 

Deze apparatuur is locatie gebonden en niet transporteerbaar naar het VUMC, waar deze 

apparatuur niet aanwezig is. Het is dus alleen mogelijk om het tijdsbeloop van calcificatie te 

beoordelen met micro-CT als we deze experimenten in Nijmegen uitvoeren. 

Voor het isoleren van primaire cardiomyocyten uit het rattenhart zijn apparatuur, logistiek en 

expertise in het VUMC aanwezig. Deze procedure vereist niet alleen specifieke apparatuur, 

maar ook een grote deskundigheid van het personeel, welke met een aanzienlijke leercurve 

gepaard gaat. Opbouwen van deze expertise zou ook van invloed zijn op het aantal 

proefdieren. In het VUMC wordt deze procedure zeer geregeld uitgevoerd waardoor 

uitgebreide ervaring aanwezig is en de procedure geroutineerd uitgevoerd kan worden. In 

Nijmegen beschikken we niet over de apparatuur en expertise voor het uitvoeren van deze 

procedure. Gezien de benodigde apparatuur en leercurve die met de procedure gepaard gaat, 

is het niet redelijkerwijs haalbaar om deze procedure in Nijmegen te implementeren. 
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Daarnaast moet voor het isoleren van vitale cardiomyocyten snel gehandeld worden gebruik 

makend van de Langendorff set-up en wordt bij excisie van het hart een stukje van de aorta 

meegenomen, waardoor het moeilijk is om volledig vaatmateriaal van de aorta ascendens 

vanuit hetzelfde dier te krijgen. Verder is in het VUMC bij de afdeling waarmee wordt 

samengewerkt eveneens uitgebreide ervaring met echocardiografie bij ratten, wat dus op 

deze locatie in hetzelfde experiment kan worden gecombineerd. 

 

-3.4.2: Direct na de nefrectomie krijgen de dieren een dieet met hoog fosfaat èn veel of 

weinig Magnesium (beschreven in DAP1).  In doelstelling 2 (onderdeel 3.2) staat het effect 

van Magnesium op gevestigde calcificaties centraal. Hoe kan dit onderzocht worden met een 

experiment waarin het hoge Mg-dieet tegelijk met het hoog fosfaat dieet gestart wordt? Op 

dat moment zijn er immers nog geen calcificaties. 

Antwoord: In het experiment willen we zowel onderzoeken of een hoog magnesium dieet het 

ontstaan van vasculaire calcificatie kan tegengaan (preventie; doelstelling 1 uit onderdeel 3.2 

van de projectaanvraag), als onderzoeken of een hoog magnesium dieet wanneer er eenmaal 

vasculaire calcificatie is opgetreden de verdere ontwikkeling hiervan kan vertragen (effect op 

gevestigde calcificatie; doelstelling 2 uit onderdeel 3.2). Met het starten van het hoog 

magnesium dieet gelijktijdig met het hoog fosfaat dieet, zorgen we er inderdaad voor dat we 

het hoog magnesium dieet starten op een moment waarop er nog geen vasculaire 

calcificaties zijn. Met deze opzet kunnen we doelstelling 1 onderzoeken door aan het eind van 

het experiment in vaatweefsel te bekijken of er minder dieren vasculaire calcificatie hebben in 

de groep met een hoog magnesium dieet, en ook kunnen we kijken of de mate van calcificatie 

in de groepen verschilt. Door gebruik te maken van microCT op verschillende tijdspunten, 

kunnen we in ditzelfde experiment ook doelstelling 2 onderzoeken. Hiervoor zullen we kijken 

of vanaf het moment dat we de vasculaire calcificatie voor het eerst zien op de microCT, de 

progressie van de calcificatie trager verloopt in de groep met het hoog magnesium dieet. Het 

is namelijk onaannemelijk dat een directe start met additioneel magnesium calcificatie 

volledig zal kunnen voorkomen. 

 

Verder hebben we nog toegevoegd dat bij enkele dieren in het experiment gebruik gemaakt 

zal worden van metabole kooien om naast de serum fosfaatspiegels ook fosfaatexcretie te 

kunnen meten, zodat we kunnen nagaan of het effect van het hoog fosfaat dieet op de 

fosfaathuishouding gelijk is in de groep met hoog en laag magnesium dieet. Mocht er verschil 

zijn tussen beide groepen, dan kunnen we de effecten van fosfaathuishouding en 

magnesiumdieet bij de data-analyse onderscheiden. 

 

-3.4.2: Wanneer tegen de verwachting in weinig calcificaties ontstaan, dan kan het model 

aangepast worden door calcitriol toe te voegen. Wat is de rationale achter het toevoegen 

van calcitriol om calcificaties te induceren? Er zijn immers meerdere opties om calcificatie te 

stimuleren, maar de keuze voor calcitriol is niet toegelicht c.q. onderbouwd. De DEC 

adviseert om een go/no go moment op te nemen na de pilots met criteria (o.a. betreffende 

calcificaties) op basis waarvan besloten zal worden het project te continueren. 

Antwoord: Calcitriol, de actieve vorm van vitamine D, heeft onder meer als effect dat de 

opname van calcium in de darm verhoogd wordt en de renale excretie verminderd wordt, 

waardoor de plasma calcium spiegel stijgt en ook heeft calcitriol een stimulerend effect op de 

absorptie van fosfaat in de darm. Calcium is een van de hoofdbestanddelen van vasculaire 

calcificatie en een verhoogde calciumspiegel bevordert het ontstaan van calcificaties. 

Toevoeging van calcitriol aan het model van nefrectomie met hoog fosfaatdieet in ratten leidt 

tot eerder ontstaan van ernstigere calcificaties en is een veelvuldig beschreven model voor 

vasculaire calcificatie.(3, 4) Actief vitamine D zou dus een goede toevoeging zijn indien 

onverwacht onvoldoende calcificatie optreedt in het model van alleen nefrectomie en hoog 
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fosfaat dieet. De reden dat we aanvankelijk geen vitamine D toevoegen, is omdat we alleen 

noodzakelijke interventies willen doen en geen ernstigere calcificatie willen induceren dan 

noodzakelijk is voor het bestuderen van de wetenschappelijke vraagstelling, enerzijds om de 

dieren niet onnodig te belasten en anderzijds omdat bij een te sterke inductie van calcificatie 

het lastiger zal zijn om een effect van de interventie (magnesium) te kunnen vaststellen.  

Na de pilot voor het nefrectomie model zal er een go/no go moment zijn, waarbij wat betreft 

vasculaire calcificatie het criterium voor doorgaan naar het volgende onderdeel van het 

project zal zijn dat er na succesvolle nefrectomie procedure bij ten minste 60% van de dieren 

vasculaire calcificatie (gedefinieerd als een positieve Von Kossa-kleuring) optreedt. We 

hebben het go/no go moment en de volledige criteria daarbij nu toegevoegd in paragraaf 

3.4.2 en de criteria ook gespecificeerd in de figuren 1 en 2.  

 

3.Henley C, Colloton M, Cattley RC, Shatzen E, Towler DA, Lacey D, et al. 1,25-Dihydroxyvitamin D3 but 

not cinacalcet HCl (Sensipar/Mimpara) treatment mediates aortic calcification in a rat model of 

secondary hyperparathyroidism. Nephrol Dial Transplant. 2005;20(7):1370-7. 

4.Lopez I, Mendoza FJ, Aguilera-Tejero E, Perez J, Guerrero F, Martin D, et al. The effect of calcitriol, 

paricalcitol, and a calcimimetic on extraosseous calcifications in uremic rats. Kidney Int. 

2008;73(3):300-7. 

 

 

-3.4.2:Waarom wordt de eerste pilot bij normale ratten gedaan i.p.v. bij ratten met 

verminderde nierfunctie? 

Antwoord: In de eerste pilot willen we nagaan of we door een verandering van de 

hoeveelheid magnesium in het dieet een verandering van opname van magnesium in de darm 

kunnen bewerkstelligen, zich uitend in een verandering van de serum magnesiumspiegel en of 

dit dieet wordt verdragen.     

Het is bekend dat bij eindstadium nierfalen de serum magnesiumspiegels kunnen stijgen ten 

gevolge van een verminderde renale excretie zelf, waardoor het lastiger is aan te tonen dat 

een variatie door het dieet alleen komt. Bij minder ernstige stadia van nierinsufficiëntie is dit 

niet het geval. De mate van nierinsufficiëntie die we bij de dieren zullen induceren middels 

nefrectomie is minder ernstig dan eindstadium nierfalen. We verwachten daarom geen effect 

van de nefrectomie op serum magnesiumspiegels. Dit komt overeen met de ervaring vanuit 

eerdere nefrectomie experimenten in het VUMC, waarbij na succesvolle nefrectomie geen 

biologische neveneffecten op mineralen van verminderde nierfunctie werden gezien.  Als er 

desondanks toch een gering effect van de verminderde nierfunctie op de plasma 

magnesiumspiegels zou zijn dan verwachten we niet dat dit verschil dusdanig is dat dit het 

verdragen van het magnesium dieet zal belemmeren. 

 

-3.4.2: Uit de tijdlijn wordt niet duidelijk waarom de onderzoekers een vergunning tot april 

2020 vragen. 

Antwoord: Er is een ruime looptijd aangehouden om reserve-tijd in te bouwen voor het geval 

er vertraging optreedt in de uitvoer van de experimenten. De genoemde looptijd is 

waarschijnlijk ruimer dan op dit moment noodzakelijk kan worden geacht. We zullen de 

einddatum van de vergunning daarom aanpassen naar medio 2019. Hierbij houden we er ook 

rekening mee dat de startdatum van het project na verkregen goedkeuring later te 

verwachten is dan het aanvankelijk gewenste tijdstip in april dit jaar (nu aangepast naar juni 

dit jaar). In de tijdlijn hadden we de minimale tijdsduur van de onderdelen afgebeeld, daarbij 

nog geen rekening houdend met eventuele herhaling van de proef in pilot 1 en pilot 2, en met 

dat uit pilot 2 een langere follow-up duur voor onderdeel A en B zal kunnen volgen (max 16 

i.p.v. 12 weken) en dat in onderdeel A en B niet alle dieren op hetzelfde tijdstip zullen starten 

omdat het niet mogelijk is alle operaties, scans en cardiomyocyt isolaties op dezelfde dag uit 
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te voeren. De minimale tijdsduur van de onderdelen is nu weergegeven in geel en de 

maximale duur per onderdeel in grijs.    

 

Description of Animal Procedures: 

-B: Waarom willen de aanvragers alleen mannelijke ratten gebruiken? Een wetenschappelijke 

onderbouwing voor deze keuze ontbreekt. 

Antwoord: Het diermodel dat we in de studie gebruiken, nefrectomie in combinatie met een 

hoog fosfaat dieet, is in de literatuur vrijwel altijd beschreven bij mannelijke ratten. Het 

model is in dit geslacht dus het best gevalideerd. Voor een goede reproduceerbaarheid zullen 

wij in deze studie ook mannelijke ratten gebruiken. 

 

-H: Hoe lang duren de imaging procedures en welke anesthesie wordt hiervoor toegepast? 

De dieren met verminderde nierfunctie zijn extra kwetsbaar. 

Antwoord: De verwachte duur van de microCT is 20-50 minuten en voor echografie van het 

hart 20-30 minuten. Een aantrekkelijke vorm van anaesthesie die toegepast kan worden is 

gasanaesthesie met isofluraan. Pijnstilling is bij deze non-invasieve imaging procedures niet 

nodig en dus is gasanaesthesie, met weinig tot geen pijnstillende eigenschappen, zonder 

toevoeging van andere middelen te gebruiken. Voordeel van deze vorm van anaesthesie zijn 

de eenvoudige toedieningswijze en de farmacokinetische eigenschappen met snelle absorptie 

bij inademing, snelle verdeling via de bloedstroom, en snelle uitscheiding (vrijwel volledig 

ongemetaboliseerd) via de longen. Hierdoor is de diepte van anaesthesie goed titreerbaar 

met snelle inductie en snel herstel en kan deze vorm van anaesthesie herhaaldelijk toegepast 

worden. Tevens zorgen deze farmacokinetische eigenschappen ervoor dat het middel veilig 

toegediend kan worden bij een verminderde nierfunctie. In het VUMC wordt dit middel 

zonder problemen toegepast bij ratten met nefrectomie. Bij echografie van het hart in ratten 

door de afdeling fysiologie van het VUMC is dit ook de standaardvorm van anaesthesie die 

toegepast wordt. 

 

-J: De scores voor activiteit, aanblik, en herstel na operatie zijn omschreven. Onduidelijk is 

waar deze scores toe leiden. Bij welke maximale score worden de dieren uit de proef 

genomen? 

Antwoord: De parameter lichaamsgewicht is een absolute indicatie voor het bereiken van een 

humaan eindpunt indien er meer dan 20% gewichtsverlies is. De andere genoemde 

parameters en scores worden gebruikt als hulpmiddel om het welzijn te monitoren, indicatie 

te stellen voor het oplossen van problemen die een negatief effect op het welzijn hebben, en 

om een besluit te nemen over implementatie van een humaan eindpunt indien er een 

persisterende substantiële afname van het welzijn van de dieren is. Hierbij wordt, 

uitgezonderd bij het lichaamsgewicht, geen absolute score gehanteerd, maar gekeken naar 

het totaalbeeld in de individuele situatie. In geval van twijfel zal aan de functionaris voor het 

dierenwelzijn advies worden gevraagd omtrent de te nemen vervolgacties. 

 

-K: De nefrectomie operatie geeft matig ongerief. Resulteert de 5/6 nefrectomie in ernstig 

ongerief voor alle dieren? Dit lijkt niet in overeenstemming met de beschrijving van het 

ongerief onder I: “The nephrectomy surgery will result in reduced renal function. If only a 

small volume of kidney tissue remains after the operation, this can result in full-blown kidney 

failure with associated effects on serum composition, hemoglobin levels and mineral and 

bone metabolism, which could have adverse effects on welfare. In previous studies in the 

UMC, we did not experience side effects of decreased renal function. Apparently, the 

remaining kidney function is sufficient for animals to survive without compromising their 

welfare.” Welk percentage van de dieren krijgt ‘full-blown kidney failure’ na nefrectomie? 

Leidt ‘full-blown kidney failure’ tot een humaan eindpunt, en welke criteria worden daarvoor 
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gehanteerd (bijvoorbeeld plotse gewichtstoename)? De commissie verzoekt de aanvragers 

het ongerief voor de dieren preciezer op te schrijven en in overeenstemming te brengen met 

de tekst onder I. 

Antwoord: De nefrectomie resulteert nadrukkelijk niet voor alle dieren in ernstig ongerief. De 

beschrijving van het ongerief zoals u kunt vinden onder I is gebaseerd op de ervaring met 

nefrectomie bij ratten in het VUMC. De nefrectomie wordt daar geclassificeerd als maximaal 

matig ongerief (ook in projectaanvragen volgens de meest actuele procedure). Aangezien in 

de handleiding van het projectaanvraagformulier in de toelichting op de classificatie blijvende 

orgaanschade wordt genoemd onder ernstig ongerief, twijfelden we of we de nefrectomie 

toch onder maximaal ernstig ongerief moesten classificeren ondanks dat van de verminderde 

nierfunctie geen nadelige effecten op het welbevinden van de dieren werden waargenomen 

in eerdere experimenten. We hebben daarom overleg gehad met de animal welfare officer 

(Bea Zoer) en zij adviseerde om het ongerief beter te hoog in te schatten en dus te 

classificeren als ernstig. Deze classificatie komt echter niet overeen met het geobserveerde 

welbevinden bij de experimenten in het VUMC en dit verklaart dus ook de discrepantie met 

onze beschrijving van ongerief onder I. We hebben de classificatie van het ongerief nu 

gecorrigeerd naar maximaal matig en horen graag of u hiermee akkoord gaat. 

 

Niet-technische samenvatting: 

-De onderzoekers worden verzocht te checken of de beantwoording van bovenstaande 

vragen over het Project Proposal en de DAPs ook leidt tot aanpassingen in de NTS. 

Antwoord: De NTS is waar nodig aangepast. 

 

-De titel van de NTS dekt de lading beter dan de titel van het projectvoorstel. 

Antwoord: Naar aanleiding van uw opmerking hebben we de titel van het projectvoorstel 

beter in overeenstemming gebracht met de titel van de NTS door deze te wijzigen in: Can 

additional magnesium reduce the development of cardiovascular complications in chronic 

kidney disease? 

 

-3.4: De één na laatste zin is niet begrijpelijk voor de doelgroep. De commissie adviseert u 

het laatste deel (na ‘in een pilot getest’) weg te laten. 

Antwoord: Het laatste deel van deze zin is conform uw advies verwijderd. 

 

- Datum vragen: 10-04-2017 

- Datum antwoorden: 18-04-2017 

 

  Project Proposal: 

-3.1 Vraag 1: De achtergronden van het project zijn nu uitgebreider toegelicht, maar de 

commissie kan nog steeds niet goed navolgen op grond van welke hypothese de 

onderzoekers verwachten dat extra magnesium de cardiovasculaire complicaties in CKD kan 

verminderen. Zonder een heldere hypothese kan de commissie niet beoordelen of de 

experimenten met het beschreven diermodel kunnen leiden tot het bereiken van de 

uiteindelijke doelstelling van het project (vermindering van het risico op cardiovasculaire 

complicaties bij patiënten met CKD). Kunnen de onderzoekers een heldere hypothese 

toevoegen? 

Antwoord: De hypothese van dit project is dat een verhoging van de magnesium intake via 

het dieet bij chronische nierinsufficiëntie leidt tot minder ontstaan van vasculaire calcificatie 

gedefinieerdals een lagere calciumcontent in de vaten, en tot minder ontstaan van 

hypertrofie van het hart gedefinieerd als de ratio van hartgewicht en lichaamsgewicht. We 

hebben deze hypothese nu expliciet vermeld in paragraaf 3.1 van de project proposal. 
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Deze primaire hypothese baseren we op de achtergrond zoals aan u werd toegelicht. Primair 

doel van dit project is niet om het moleculaire mechanisme achter deze relatie vast te stellen. 

Het primaire doel van dit project is daarom ook niet om een hypothese met betrekking tot 

een achterliggend moleculair mechanisme te bevestigen. 

 

-3.1 Vraag 2: Het diermodel is geen model voor nierfalen en vertoont geen verhoogde serum 

magnesium waarden. De link tussen het diermodel en de klinische situatie is niet duidelijk 

aangegeven. Kunnen de onderzoekers dit kort en bondig toelichten? Uit het antwoord op 

3.4.2 vraag 4 blijkt eveneens dat het chirurgische model niet goed overeenkomt met de 

klinische situatie. Een aspect dat de commissie daarbij nog ter overweging wil geven is het 

feit dat de ingreep (resectie nier) mogelijk een ernstige verstoring zal geven van de 

calcitriolproductie (worden er analyses van calcitriol overwogen?), een situatie die een sterke 

deviatie van de patiëntcondities met zich meebrengt. 

Antwoord: Mogelijk heeft onze opmerking dat het model met nefrectomie geen model is voor 

eindstadium nierfalen bij u voor verwarring gezorgd. Het diermodel is GEEN model voor 

eindstadium nierfalen, maar het is zeker WEL een model voor nierfalen. Nierfalen wordt 

gekenmerkt door een vermindering van nierfunctie welke weerspiegeld wordt in een stijging 

van kreatinine en ureum concentraties in het bloed. Nierfalen kent verschillende stadia, 

namelijk I tot en met V. Stadium V is eindstadium nierfalen, wat wil zeggen dat nierfunctie 

vervangende therapie nodig is om de functie van de nier over te nemen en te kunnen 

overleven. De stadia I tot en met IV zijn stadia met oplopende ernst van nierfalen, waarbij het 

nog mogelijk is te overleven zonder nierfunctie vervangende behandeling. Verstoringen van 

elektrolytconcentraties in het bloed treden niet op bij minder ernstige stadia van nierfalen en 

wel bij ernstigere stadia van nierfalen. Het diermodel is een model waarbij nierfalen wordt 

geïnduceerd in een dusdanig stadium dat geen elektrolytverstoringen worden gezien. In 

combinatie met een hoog fosfaat dieet treden in dit model vaatcalcificaties op. Bij dit 

diermodel is er dus net als bij mensen met een dergelijk stadium van nierfalen een 

verminderde nierfunctie gekenmerkt door een verhoogd kreatinine en ureumgehalte in het 

bloed en een verhoogd risico op het optreden van vaatcalcificaties. 

Klinische observationele studies, hebben zowel in patiënten met eindstadium nierfalen als in 

patiënten met niet-eindstadium nierfalen, een associatie laten zien tussen de hoogte van het 

magnesiumgehalte in het bloed en overall-mortaliteit en mortaliteit door hart- en 

vaatziekten.(1-3) Het diermodel met nierfalen heeft dus een goede link naar de klinische 

situatie bij mensen met (niet-eindstadium) nierfalen. 

In reactie op uw vraag ten aanzien van calcitriol, kunnen we melden dat uit eerder onderzoek 

is gebleken dat bij ratten met door nefrectomie geïnduceerd matig nierfalen geen daling van 

calcitriol optreedt.(4) 

 

1. de Roij van Zuijdewijn CL, Grooteman MP, Bots ML, Blankestijn PJ, Steppan S, Buchel J, et al. Serum 

Magnesium and Sudden Death in European Hemodialysis Patients. PLoS One. 2015;10(11):e0143104.  

2. Kanbay M, Yilmaz MI, Apetrii M, Saglam M, Yaman H, Unal HU, et al. Relationship between serum 

magnesium levels and cardiovascular events in chronic kidney disease patients. Am J Nephrol. 

2012;36(3):228-37.  

3. Van Laecke S, Nagler EV, Verbeke F, Van Biesen W, Vanholder R. Hypomagnesemia and the risk of 

death and GFR decline in chronic kidney disease. The American journal of medicine. 2013;126(9):825-

31.  

 4. Takemoto F, Shinki T, Yokoyama K, Inokami T, Hara S, Yamada A, et al. Gene expression of vitamin D 

hydroxylase and megalin in the remnant kidney of nephrectomized rats. Kidney Int. 2003;64(2):414-

20. 

 

 -3.4.2 Vraag 1: De commissie is van mening dat sommige apparatuur wèl verplaatst zou 

kunnen worden en dat onderzoekers met specifieke expertise ook op een andere locatie 
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zouden kunnen werken. Zij vindt dit geen goede argumenten tegen het samenvoegen van de 

experimentele groepen en het uitvoeren van de experimenten op één locatie. Samenvoeging 

resulteert namelijk in een substantiële afname van het aantal benodigde dieren. Een ander 

argument betreft het beschikbare weefsel. Komt men weefsel tekort wanneer de calcificatie-

studie en hart-studie in dezelfde dieren worden uitgevoerd? 

Antwoord: We begrijpen het belang van het uitvoeren van de experimenten op een dusdanige 

wijze dat het aantal benodigde dieren zo beperkt als mogelijk is. Naar aanleiding van uw 

opmerking hebben we daarom nog een keer met veel aandacht de mogelijkheden bekeken. 

 

Voor experiment deel A (vaatcalcificatie) gebruiken we micro-CT. Het apparaat dat hiervoor 

nodig is, is alleen aanwezig op de locatie in Nijmegen. Dit is een groot apparaat en 

verplaatsen van dit apparaat naar Amsterdam is uitgesloten. 

 

Voor experiment deel B (hart) gebruiken we echografie van het hart. Bij deze echografie 

hebben we naast meer gebruikelijke maten als wanddikte en knijpfunctie van de 

linkerhartkamer, ook specifieke maten van diastolische hartfunctie nodig, te weten deviatie 

van het atriale septum, PAP-drukken en E/A ratio. Dit omdat er bij nierfalen met name 

diastolische dysfunctie van het hart optreedt. De deskundigheid voor het vervaardigen van 

deze geavanceerde echografie van het hart is aanwezig in Amsterdam. Echografie is een 

realtimeonderzoek, waarbij de betrouwbaarheid van de resultaten sterk afhankelijk is van de 

kwaliteit van de uitvoerder van de procedure. Mindere kwaliteit van deze uitvoering is na de 

procedure niet meer op te lossen bij de interpretatie van de beelden. Voorbeeld is dat 

wanneer een meting verricht wordt in een net iets ander vlak, dit heel andere resultaten kan 

geven. Indien de echografie dus niet uitgevoerd wordt door de specifiek voor deze metingen 

ervaren en deskundige mensen (aanwezig in Amsterdam) kan dit grote gevolgen hebben voor 

de betrouwbaarheid van de resultaten. Aangezien er zo'n 3 nefrectomie procedures per dag 

kunnen worden gedaan, zullen de tijdspunten voor echografie bij de dieren op verschillende 

momenten vallen. Tijdens de follow-up periode zal op meerdere tijdspunten een echografie 

worden verricht. Indien dus het personeel uit Amsterdam dit in Nijmegen zouden moeten 

doen, zou dit betekenen dat zij voor heel veel korte dagdelen naar Nijmegen zouden moeten 

komen, met steeds aanzienlijke reistijd waarop zij in Amsterdam hun werkzaamheden niet 

kunnen verrichten. Dit is qua bedrijfsvoering helaas niet realiseerbaar. 

 

Voor onderdeel B (hart) moeten we ook gebruikmaken van een Langendorff opstelling voor 

isolatie van vitale hartspiercellen. Deze opstelling bestaat uit een samenstelling van meerdere 

onderdelen die moet worden opgebouwd. Hiermee kan bereikt worden dat het hart vlot en 

onder de optimale condities van oxygenatie en temperatuur kan worden behandeld met 

enzymen, zodat levende cardiomyocyten geïsoleerd kunnen worden. Deze apparatuur is 

aanwezig in Amsterdam. Verplaatsen van de apparatuur is fysiek moeilijk maar qua 

bedrijfsvoering onmogelijk. Zoals toegelicht voor de echoprocedure, zullen de dieren het 

eindpunt op verschillende momenten bereiken en zal dus de cardiomyocyt isolatie apparatuur 

op afzonderlijke momenten verspreid over een langere periode nodig zijn. Het is niet mogelijk 

deze apparatuur gedurende deze periode naar Nijmegen te verplaatsen omdat deze ook 

volop in gebruik is voor andere experimenten in Amsterdam. Bovendien is het essentieel dat 

de Langendorff opstelling gepositioneerd is direct naast de plaats waar de excisie van het 

hart plaatsvindt en ook nabij faciliteiten voor microscopie en celkweek, zodat de cellen vitaal 

kunnen blijven. In Amsterdam is de locatie van de faciliteiten hierop afgestemd, terwijl dit in 

Nijmegen lastiger te realiseren is. Verder is deskundig, getraind en ervaren personeel nodig 

om de procedure van cardiomyocyt isolatie uit te voeren. De procedure vereist niet alleen 

handvaardigheid en kennis, maar ook door ervaring ontstaan vermogen om inschattingen te 

maken die niet in een protocol gevangen kunnen worden, zoals het voelen aan het hart om 
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aan de consistentie te bepalen wanneer het juiste tijdstip is bereikt en de enzymen voldoende 

hebben gewerkt. De procedure wordt in Amsterdam uitgevoerd door een team van op elkaar 

ingespeeld personeel, waardoor deskundigheid wordt gecombineerd en efficiënt wordt 

gewerkt waardoor isolatie van vitale cellen mogelijk is. Ook als personeel uit Nijmegen 

getraind zou worden, zal de procedure vaker mislukken omdat deze procedure voor deze 

mensen niet een routine wekelijkse taak is (in tegenstelling tot voor het personeel in 

Amsterdam) en dit zou een toename van het benodigde aantal dieren voor deze procedure 

veroorzaken. Personeel van Amsterdam in Nijmegen laten werken, is om dezelfde redenen als 

beschreven voor de echografie qua bedrijfsvoering niet mogelijk. Daarnaast is in Amsterdam 

de apparatuur aanwezig om in de in vitro experimenten met calciumfluxen en de 

achtereenvolgende spiercontracties in respons op elektrische stimulatie in individuele vitale 

cardiomyocyten te meten. Deze apparatuur omvat een microscoop, software en 

hulpmiddelen voor de elektrische prikkeling (deels custom made). Deze apparatuur is heel 

lastig verplaatsbaar en kan eveneens niet gemist worden in Amsterdam vanwege andere 

experimenten. 

 

Ondanks dat we de mogelijkheden nogmaals zorgvuldig hebben bekeken, hebben we om 

genoemde redenen helaas moeten concluderen dat het onmogelijk is om de experimentele 

groepen samen te voegen en de experimenten op één locatie uit te voeren. 

 

-3.4.2 Vraag 2: Het gegeven antwoord is geen antwoord op de vraag. De onderzoekers 

worden verzocht deze vraag  opnieuw te beantwoorden. 

Antwoord: Naar aanleiding van uw opmerking hebben we geconstateerd dat de formulering 

van de doelen van het project onvoldoende duidelijk was en we de formulering hiervoor 

ongelukkig hadden gekozen. Het doel van het project in NIET om te onderzoeken wat het 

effect is op bestaande vaatcalcificatie als een hoog magnesium dieet wordt gestart als deze 

vaatcalcificatie al aanwezig is. Enerzijds willen we onderzoeken of er minder vaatcalcificatie 

ontstaat als er een hoog magnesiumdieet wordt gegeven (doelstelling 1). Anderzijds willen 

we onderzoeken of een hoog magnesiumdieet een vertraging kan opleveren in moment van 

ontstaan en daaropvolgende progressie van vaatcalcificatie (doelstelling 2). We hebben de 

tekst van de doelstellingen aangepast om dit beter te verwoorden. 

 

  Description of Animal Procedures: 

-B: De commissie is van mening dat de gegeven onderbouwing (‘het model is in dit geslacht 

het best gevalideerd’) onvoldoende grond is om het onderzoek alleen met mannelijke dieren 

uit te voeren. De onderzoekers worden verzocht een betere onderbouwing te geven of 

dieren van beide geslachten te gebruiken. 

Antwoord: We hebben uw advies overgenomen om dieren van beide geslachten in 

evenwichtige verhouding te gebruiken. We hebben dit in de tekst van de DAP aangepast. 

 

-J: De beschrijving van het humane eindpunt is niet duidelijk genoeg. De commissie heeft nog 

steeds geen eenduidig beeld van het te hanteren humane eindpunt. 

Antwoord: Voor het vaststellen van het humane eindpunt wordt steeds gebruik gemaakt van 

specifieke scores die eenduidig gehanteerd worden. We hebben dit in de tekst nu duidelijker 

aangegeven. 

 

  Niet-technische samenvatting: 

-De onderzoekers worden verzocht te checken of de beantwoording van bovenstaande 

vragen over het Project Proposal en de DAPs ook leidt tot aanpassingen in de NTS. 

- Antwoord: De NTS is ongewijzigd. 
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- Datum vragen: 15-05-2017 

- Datum antwoorden: 22-05-2017 

 

- Gestelde vragen en antwoorden: 

 

 Project Proposal: 

 -3.1: De onderzoekers hebben op verzoek van de commissie een hypothese geformuleerd. 

Daarbij vermelden zij dat deze hypothese is gebaseerd op de beschreven achtergrond, en dat 

het vaststellen van het moleculaire mechanisme achter deze relatie niet het doel  is van dit 

project.  

 De toegevoegde hypothese zorgt niet voor meer begrip van de achtergrond waarop deze 

hypothese is gebaseerd. De commissie blijft van mening dat zij nog steeds niet goed kan 

navolgen op grond van welke hypothese/visie/ondersteunende waarnemingen de 

onderzoekers verwachten dat extra magnesium intake via het dieet bij chronische 

nierinsufficiëntie leidt tot minder ontstaan van vasculaire calcificatie. In de achtergrond 

wordt weliswaar allerlei informatie over dit onderwerp verstrekt, maar een synthese daarvan 

die leidt tot de onderbouwde visie van de onderzoekers op een aannemelijk 

werkingsmechanisme ontbreekt. Naar de mening van de DEC is die visie belangrijk voor het 

design van het experiment, en daarom noodzakelijk voor de toetsing van dit projectvoorstel.  

 De onderzoekers beweren in hun antwoord dat zij niet geïnteresseerd zijn in een 

werkingsmechanisme, maar uit de beschrijving van de doelstelling blijkt het tegendeel: “In 

this research project, we aim to investigate the effects and underlying mechanisms of 

magnesium etc.” Objective 3 en 5 zijn aan het onderzoeken van het mechanisme gewijd.  

 De commissie verzoekt de aanvrager zijn visie op het werkingsmechanisme achter de 

hypothese toe te voegen. 

 Antwoord: Naar aanleiding van uw reactie, hebben we geconstateerd dat de formulering van 

de doelen in de project proposal inderdaad onvoldoende in overeenstemming met de 

hypothese was en we begrijpen dat deze formulering van de doelen voor onduidelijkheid 

heeft gezorgd. We hebben nu duidelijker het hoofddoel geformuleerd in de project proposal. 

Het hoofddoel sluit aan op de hypothese en is: bepalen of verhoging van de magnesium 

intake via het dieet bij ratten met chronische nierinsufficientie leidt tot minder ontstaan van 

vasculaire calcificatie en minder ontstaan van hypertrofie van het hart. We willen dus 

vaststellen of er een causaal verband hiertussen is. Uiteraard hebben de 

werkingsmechanismen wel onze interesse. Dit verklaart dan ook dat objective 3 en 5 zijn 

gericht op het bekijken van de moleculaire en genetische achtergrond van dit protectieve 

effect van magnesium. Hierbij zullen we gaan kijken of we verschillen zien in expressie en 

activiteit van genen en eiwitten die een rol spelen bij vasculaire calcificatie (zoals alkalisch 

fosfatase, bone mophogenetic protein-2, matrix Gla proteine, osteonectin) en magnesium 

transport (zoals TRPM7). Er zijn veel mogelijke theorieën voor het werkingsmechanismen van 

magnesium op het proces van vasculaire calcificatie. In onze reactie op uw brief van 17-3-

2017 beschreven we een aantal mogelijke mechanismen: een direct remmend effect van 

extracellulaire magnesiumionen op de vorming van hydroxyapatiet kristallen, remmen van 

calciumkanalen waardoor de overmatige calciuminflux in de gladde spiercellen afneemt, een 

effect via binding aan de calcium-sensing receptor, of een intracellulair effect van magnesium 

op het calcificatieproces, waarbij een mogelijk intracellulair effect zou kunnen optreden via 

remming van de expressie van bot-achtige genen. Er zijn dus veel mogelijkheden en op 

voorhand kunnen we niet 1 specifieke hypothese geven en ook niet de exacte cascade van 

achtereenvolgende processen benoemen. We achten het ook niet haalbaar om al deze 

mogelijkheden in de door ons voorgestelde studieopzet te exploreren. Dit is dan ook niet onze 

main objective. Wel willen we kijken welke genen en eiwitten mogelijk een rol spelen bij dit 

effect van magnesium door te kijken naar verschillen tussen de verschillende condities van 
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het magnesiumdieet. Dit zou kunnen helpen bij het vormgeven van toekomstige studies 

waarin het werkingsmechanisme verder kan worden uitgewerkt. Als we voor deze secundaire 

objectives dus een hypothese zouden moeten formuleren, dan zou dit zijn: Een hoger 

magnesiumdieet verandert expressie en activiteit van genen en eiwitten betrokken bij 

magnesiumtransport, osteogene differentiatie en vorming van een gecalcificeerde 

extracellulaire matrix. 

 

- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag.  

 

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

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling) 

 

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

2. De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag 

3. De DEC is competent om hierover te adviseren. 

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

onpartijdigheid zijn gewaarborgd. 

C. Beoordeling (inhoud) 

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

opzet komt het best overeen met voorbeelden 1 en 4b uit de handreiking ‘Invulling definitie 

project’ van de CCD. Het is helder welke handelingen individuele dieren zullen ondergaan. 

Hierdoor is ook duidelijk welk ongerief individuele dieren zullen ondergaan. De aanvrager heeft, 

zowel binnen de  doelstellingen en bijlagen dierproeven, als tussen de doelstellingen, beschreven 

op  basis van welke criteria zij zal besluiten het project wel of niet te continueren. De DEC is er 

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

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

 

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

experimenten in de weg zou kunnen staan.  

 

3. De in de aanvraag aangekruiste doelcategorie is in overeenstemming met de hoofddoelstelling.  

Belangen en waarden 

 

4. Het directe doel van het project is onderzoeken of verhoogde magnesiuminname via de voeding 

leidt tot minder (cardio)vasculaire aandoeningen bij ratten met verminderde nierfunctie. Het 

uiteindelijke doel is het verminderen van (cardio)vasculaire aandoeningen bij mensen met 

chronische nierziekte (CKD). De aanvragers zullen de rol van Mg2+ in het ontstaan van 

calcificaties in bloedvaten en hartdysfunctie onderzoeken in een chirurgisch ratmodel voor CKD. 

Een hogere Mg-concentratie in het plasma biedt mogelijk bescherming tegen (cardio)vasculaire 

aandoeningen in dit diermodel. De experimenten zullen een eerste indicatie geven van het 

mogelijke werkingsmechanisme. In ander vervolgonderzoek (geen onderdeel van deze 

projectvergunning) zal dit werkingsmechanisme verder kunnen worden onderzocht, waardoor er 

eventueel aanknopingspunten voor de ontwikkeling van een interventie voor nierpatiënten 

gevonden worden. De DEC is daarom van mening dat er binnen dit project geen directe relatie is 

tussen het doel van deze projectaanvraag en het uiteindelijke doel. De aanvrager heeft duidelijk 
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gemaakt dat de kennis van het effect van een verhoogde magnesiuminname op 

(cardio)vasculaire aandoeningen nog zeer beperkt is, en dat deze kennis nodig is voor de 

ontwikkeling van nieuwe behandelingen die cardiovasculaire aandoeningen bij nierpatiënten 

kunnen verminderen of voorkomen, en dat er behoefte is aan nieuwe behandelingen. De DEC is 

van mening dat het doel van deze projectaanvraag daarom gerechtvaardigd is binnen de context 

van het onderzoeksveld. 

 

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

en de doelgroep/patiënten. 

Voor de proefdieren geldt dat hun welzijn en integriteit worden aangetast. De dieren zullen 

beperkt worden in hun natuurlijke gedrag en gedurende de proeven zullen de dieren stress 

ondervinden en pijn ondergaan. Uiteindelijk zullen ze in het kader van het onderzoek gedood 

worden. De dieren hebben er belang bij hiervan gevrijwaard te blijven. 

Voor de onderzoekers geldt dat het publiceren van belangrijke nieuwe wetenschappelijke 

inzichten resulteert in een goede wetenschappelijke reputatie, hetgeen vaak de sleutel is voor 

het verkrijgen van nieuwe onderzoeksmiddelen en mogelijkheden. Dit kan door de onderzoeker 

zelf van belang geacht worden, maar dient naar de mening van de DEC geen rol te spelen in de 

ethische afweging over de toelaatbaarheid van het gebruik van proefdieren. Het gaat uiteindelijk 

om de vraag of dit onderzoek belangrijke maatschappelijke en wetenschappelijke doelen dient 

(gezondheid, kennis). 

Voor patiënten is dit onderzoek indirect en op de lange termijn van belang, omdat het kan 

bijdragen aan een verbetering van hun gezondheid en kwaliteit van leven. Het voorkomen of 

verminderen van (cardio)vasculaire complicaties bij nierpatiënten (klinisch een groot probleem) 

kan bijdragen aan een betere kwaliteit van leven voor deze patiënten. Kunnen beschikken over 

adequate behandelingen voor ernstige ziekten, zoals chronische nierziekte, is van groot belang 

voor de samenleving. 

 

6. Er is geen sprake van belangwekkende milieueffecten. 

 

Proefopzet en haalbaarheid 

 

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

voldoende gewaarborgd. De commissie is overtuigd van de kwaliteit van het werk van de 

aanvrager, zoals blijkt uit de in de aanvraag vermelde publicaties van deze onderzoeksgroep. De 

aanvragers beschikken over voldoende kennis en kunde om te kunnen voldoen aan alle 

zorgvuldigheidseisen omtrent het verrichten van dierproeven.  

 

8. De doelstellingen van het project zijn realistisch en de voorgestelde experimentele opzet en 

uitkomstparameters sluiten hier logisch bij aan. Bovendien heeft deze groep veel ervaring in dit 

onderzoeksveld en met de voorgestelde dierproeven. De DEC is dan ook van mening dat het 

project goed is opgezet, en dat deze strategie en experimentele aanpak kunnen leiden tot het 

behalen van de doelstelling binnen het kader van het project.  

 

Welzijn dieren 

 

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

omstandigheden of behandeling van de dieren: 

 Bedreigde diersoort(en) (10e lid 4) 

 Niet-menselijke primaten (10e) 

 Dieren in/uit het wild (10f) 
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 Niet gefokt voor dierproeven (11, bijlage I richtlijn) 

 Zwerfdieren (10h) 

 Hergebruik (1e lid 2) 

 Locatie: buiten instelling vergunninghouder (10g) 

 Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13) 

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

De aanvrager heeft als volgt onderbouwd dat dit noodzakelijk is: Voor de meeste dieren wordt 

een standaard dodingsmethode gebruikt die in bijlage IV van de richtlijn is opgenomen. Voor een 

klein aantal dieren (7%) wordt een andere methode gevolgd (uitnemen van het hart onder 

terminale anesthesie) omdat dit noodzakelijk is voor de isolatie van hartcellen. Het ongerief voor 

de dieren neemt niet toe als gevolg van deze methode, omdat zij onder anesthesie zijn en niet 

meer bijkomen. De DEC is het eens met deze onderbouwing. 

 

10.  In de aanvraag wordt, om redenen van dierenwelzijn of diergezondheid of om 

wetenschappelijke redenen afgeweken van de eisen in bijlage III van richtlijn 2010/63/EU 

betreffende de huisvesting en verzorging van de dieren. De aanvrager geeft daarvoor de 

volgende reden(en): Wanneer uit de pilot studie blijkt dat het post-operatieve herstel na de 

nefrectomie wordt belemmerd doordat andere dieren de hechtingen beschadigen, dan zullen de 

experimentele dieren na de operatie overnacht individueel gehuisvest worden. Een beperkt 

aantal dieren zal maximaal 24 uur in een metabole kooi (dus individueel)worden gehuisvest, om 

de uitscheiding van electrolyten te kunnen meten. De DEC is van mening dat de gegeven redenen 

voldoende onderbouwing hiervoor zijn. 

 

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

 

12. De integriteit van dieren wordt aangetast doordat hun nierfunctie wordt beperkt, waarvan ze in 

de praktijk weinig last hebben, en door het instrumentele gebruik dat inherent is aan 

dierproeven. 

 

13. De criteria voor humane eindpunten zijn voldoende specifiek gedefinieerd en toegesneden op 

het experiment. Het percentage dieren dat naar verwachting een humaan eindpunt zal bereiken 

is op basis van ervaring met dit model ingeschat. De commissie is het eens met deze inschatting 

en de gehanteerde humane eindpunten. 

 

3V’s 

 

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

vervangingsalternatieven zijn. De rol van magnesiuminname in het voorkomen of verminderen 

van cardiovasculaire complicaties bij nierpatiënten kan alleen met proefdieren worden 

onderzocht, omdat hier complexe interacties tussen organen en regulatoire mechanismen bij 

betrokken zijn. 

 

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

van de gekozen onderzoeksopzet en de looptijd. De onderzoekers hanteren een goede strategie 

om ervoor te zorgen dat er met het kleinst mogelijke aantal dieren wordt gewerkt waarmee nog 

een wetenschappelijk betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. Door de stapsgewijze 

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

vervolgexperimenten wordt onnodig gebruik van proefdieren voorkomen.  
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16. Het project is in overeenstemming met de vereiste van de verfijning van dierproeven. Er wordt 

adequate pijnstilling toegepast rond de operaties,  de dieren worden verdoofd voor handelingen 

waarvoor dit is vereist, en ze krijgen voldoende tijd om te herstellen van de handelingen.  

Individuele huisvesting wordt tot een minimum beperkt. De DEC is er daarom van overtuigd dat 

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

worden uitgevoerd.  

17. Het betreft geen wettelijk vereist onderzoek.  

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 

 

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

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

verschillende weefsels te kunnen onderzoeken voor het beantwoorden van bepaalde 

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

2010/63/EU. Voor het behalen van de doelstelling is het gebruik van deze dodingsmethode 

noodzakelijk (zie onderdeel C9 van dit advies). 

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

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

NTS 

 

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

geformuleerd. 

D. Ethische afweging 

 

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

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

 

2.  Er vindt een matige aantasting van welzijn en integriteit van de proefdieren plaats (beschreven in 

C9 tot C20). De doelstellingen kunnen niet zonder dieren behaald worden. De onderzoekers doen 

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

 Voor patiënten is dit onderzoek indirect 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. Mensen met chronische nierziekte (CKD) hebben een grote kans om te 

overlijden aan cardiovasculaire complicaties, o.a. door calcificaties en hartfalen. De resultaten 

van dit project zullen duidelijk maken of calcificaties en hartfalen in de gebruikte diermodellen 

kunnen verminderen door hogere magnesiuminname, en er zal een eerste indicatie van het 

werkingsmechanisme worden verkregen. Wanneer daar aanleiding voor is kan in 

vervolgonderzoek het werkingsmechanisme  worden bestudeerd, op basis waarvan uiteindelijk 

een nieuwe interventie voor nierpatiënten kan worden ontwikkeld. Het is aannemelijk dat de 

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

therapieën die het verhoogde risico op cardiovasculaire aandoeningen bij nierpatiënten kunnen 

verminderen van substantieel belang.  

 

3.  De DEC is overtuigd van het belang van de doelstellingen: onderzoeken of verhoogde 

magnesiuminname via de voeding leidt tot minder (cardio)vasculaire aandoeningen bij ratten 
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met verminderde nierfunctie. Het uiteindelijke doel daarvan is het verminderen van 

(cardio)vasculaire aandoeningen bij mensen met chronische nierziekte (CKD).  De DEC is van 

mening dat de belangen van de patiënten voldoende zwaar wegen om het schaden van de 

belangen van de proefdieren (om gevrijwaard te blijven van een aantasting van hun welzijn en 

integriteit) te rechtvaardigen. De commissie is overtuigd van de kwaliteit van het werk van de 

aanvrager. De DEC is van mening dat het project goed is opgezet, en dat de gekozen strategie en 

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

het project. De aanvrager heeft voldoende aannemelijk gemaakt dat er geen geschikte 

vervangingsalternatieven zijn, dat het doel niet met minder dieren behaald kan worden, dat de 

gebruikte aanpak de meest verfijnde is en dat zij zal kunnen voorkomen dat mens, dier en het 

milieu onbedoelde negatieve effecten ondervinden als gevolg van de dierproeven. Hoewel er 

sprake is van een dodingsmethode niet volgens bijlage IV, heeft de aanvrager in voldoende mate 

onderbouwd dat de doelstellingen niet anders bereikt kunnen worden. De DEC is van mening dat 

het gekozen alternatief acceptabel is en niet leidt tot meer ongerief.  

 De DEC is van oordeel dat het hier boven geschetste belang de onvermijdelijke nadelige gevolgen 

van dit onderzoek voor de dieren, in de vorm van angst, pijn of stress, rechtvaardigt. Aan de eis 

dat het belang van de experimenten op dient te wegen tegen het ongerief dat de dieren wordt 

berokkend, is voldaan. 

E. Advies 

 

1. Advies aan de CCD 

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen  

 De DEC adviseert de vergunning te verlenen onder de volgende voorwaarden 

o Op grond van het wettelijk vereiste dient de projectleider bij beëindiging van het 

project een beoordeling achteraf aan te leveren die is afgestemd met de IvD. 

o Voor de uitvoering van dit project is tevens ministeriële ontheffing vereist 

o Overige door de DEC aan de uitvoering verbonden voorwaarden, te weten... 

 

   De DEC adviseert de vergunning niet te verlenen vanwege: 

o De vaststelling dat het project niet vergunningplichtig is om de volgende redenen:… 

o De volgende doorslaggevende ethische bezwaren:… 

o De volgende tekortkomingen in de aanvraag:… 

 

2. Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus. 

 

3. Er zijn geen knelpunten of dilemma’s geconstateerd – zowel binnen als buiten de context van het 

project - die de verantwoordelijkheid en competentie van de DEC overstijgen. 

 



6.













7.









7-2016-0096-Reactie AanhoudenBeoordelenbrief AVD1030020172225-(28-06-2017).txt[28-6-2017 13:37:41]

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Aan de CCD
t.a.v. ,

In reactie op uw brief van 23 juni (referentie Aanvraagnummer AVD1030020172225) sturen we hierbij de 
aangepaste NTS voor dit project toe.

De geconstateerde onduidelijkheden [uit AanhoudenBeoordelenbrief: Kunt u een nieuwe NTS sturen waarin 
de Vervanging beter is beschreven? Kunt u hierin ook 'uit het experiment gehaald worden' (4.4) 
vervangen door iets anders, bijvoorbeeld 'worden gedood'?] zijn begrepen en de gevraagde aanpassingen 
zijn gemaakt.

Bedankt voor uw hulp, mede namens de onderzoeker ( ).

8.



10.

Centrale Commissie Dierproeven 

> Retouradres Postbus 20401 2500 EK Den Haag 

Stichting Katholieke Universiteit Nijmegen 

Postbus 9101, 
6500 HB NIJMEGEN 
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!IJ 14 J!Ul 2017 

Datum 
Betreft 

3 juli 2017 
Beslissing aanvraag projectvergunning Dierproeven 

Geachte ••• 

Op 16 juni 2017 hebben wij uw aanvraag voor een projectvergunning 
dierproeven ontvangen. Het gaat om uw project "The rele of magnesium in 
cardiovascular disease in chronic renal impairment" met aanvraagnummer 
AVD1030020172225. Wij hebben uw aanvraag beoordeeld. 

Op 28 juni 2017 heeft u uw aanvraag aangevuld. Dit betrof een nieuwe NTS 

Beslissing 
Wij keuren uw aanvraag goed op grond van artikel 10a van de Wet op de 
Dierproeven {hierna: de wet). Hierbij gelden de voorwaarden zoals genoemd 
in de vergunning. 
De algemene voorwaarde(n) zijn opgenomen op grond van artikel 1d lid 4, 
artikel 10a1 lid 2, artikel 10 lid 2 en/of artikel 10a3 van de wet. 

U kunt met uw project "The rele of magnesium in cardiovascular disease in 
chronic renal impairment" starten. De vergunning wordt afgegeven van 14 juli 
2017 tot en met 14 augustus 2019. 

Overige wettelijke bepalingen blijven van kracht. 

Procedure 
Bij uw aanvraag heeft u een advies van de Dierexperimentencommissie RU 
DEC gevoegd. Dit advies is opgesteld op 16 juni 2017. 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 

Centrale Commissie 
Dierproeven 
Postbus 20401 
2500 EK Den Haag 
centralecommlssledlerproeven.nl 
0900 28 000 28 (10 ct/mln) 
info@zbo-ccd.nl 

Onze referentie 

Aanvraagnummer 
AVD1030020172225 

Bijlagen 

1 
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Dierexperimentencommissie. Dit advies van de commissie nemen wij over, 
inclusief de daaraan ten grondslag liggende motivering. Er worden 
aanvullende algemene voorwaarde(n) gesteld. 
Het DEC-advles en de in de bijlage opgenomen beschrijving van de artikelen 
van de wet- en regelgeving zijn de grondslag van dit besluit. 

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 20401, 2500 EK 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. 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/Orga nlsatie/Rechtbanken/Pages/ de fa u lt.aspx kunt 
u zien onder welke rechtbank de vestigingsplaats van de aanvrager valt. 

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

Centrale Commissie Dierproeven 
namens deze: 

Algemeen Secretaris 

Bijlagen: 
- Vergunning 

Hiervan deel uitmakend: 
- DEC-advies 
- Weergave wet- en regelgeving 

Datum: 
3 juli 2017 
Aanvraagnummer: 
AVD1030020172225 
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Centrale Commissie Dierproeven 

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

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

Adres: 

Postcode en plaats: 

Deelnemersnummer: 

Postbus 9101, 

6500 HB NIJMEGEN 

10300 

deze projectvergunning voor het tijdvak 14 juli 2017 tot en met 14 augustus 2019, voor het project "The 
role of magnesium In cardiovascular disease in chronlc renal impairment" met aanvraagnummer 
AVD1030020172225, volgens advies van Dierexperimentencommissie RU DEC. Er worden aanvullende 
algemene voorwaarde(n) gesteld. 
De functie van de verantwoordelijk onderzoeker is Hoogleraar. Voor de uitvoering van het project is 
Instantievoor Dierenwelzijn verantwoordelijk. 
De aanvraag omvat de volgende bescheiden: 

1 een aanvraagformulier projectvergunning dierproeven, ontvangen op 16 juni 2017 
2 de bij het aanvraagformulier behorende bijlagen: 
a Projectvoorstel, zoals ontvangen per digitale Indiening op 16 juni 2017; 
b Niet-technische Samenvatting van het project, zoals ontvangen per digitale Indiening op 28 juni 2017; 
c Advies van dierexperimentencommissie d.d. 16 juni 2017, ontvangen op 16 juni 2017. 
d De aanvullingen op uw aanvraag, ontvangen op 28 juni 2017 

Naam proef Diersoort/ Stam Aantal Ernst Opmerkingen 
dieren 

3.4.4.1 Reduction of functional kidney volume + high dietary 
phosphate + different dietary magnesium, with measurements of 
vascular calcificatlon and cardiac morphology and tunetion 

Ratten (Rattus norvegicus) I 121 
85% 
Matig 
15% 
Licht 

Voorwaarden 

Op grond van artike/10a1 lid 2 van de Wet op de dierproeven zijn aan een projectvergunning 
voorwaarden te stellen 

De vergunning wordt verleend onder de voorwaarde dat go/no go momenten worden afgestemd met de 
IvD. 
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In artikel 10, lid 1 sub a van de wet, wordt bepaald dat het verboden is 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. 
Nieuwe onderzoeken naar alternatieven kunnen tot gevolg hebben dat inzichten en/ of omstandigheden van 
het aangevraagde project in de vergunningsperiade wijzigen, gedurende de looptijd van deze vergunning. 
Indien bovenstaande zich voordoet dient aanvrager dit in afstemming met de IvD te melden bij de CCD. 
De CCD kan in een dergelijke situatie aan de vergunning nieuwe voorwaarden verbinden en gestelde 
voorwaarde wijzigen of intrekken. 
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Aanvraagnummer: 
AVD1030020172225 

Weergave wet- en regelgeving 

Dit project en wijzigingen 
Volgens artikel lOc 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 lOg. Uit artikel lOb volgt dat de dierproeven zijn ingedeeld in de 
categorieën terminaal, licht, matig of ernstig. Als er wijzigingen in een dierproef plaatsvinden, moeten 
deze gemeld worden aan de Centrale Commissie Dierproeven. Hebben de wijzigingen negatieve gevolgen 
voor het dierenwelzijn, dan moet volgens artikel 10a5 de wijziging eerst voorgelegd word~n en mag deze 
pas doorgevoerd worden na goedkeuren door de Centrale Commissie Dierproeven. 
Artikel lOb schrijft 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 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 
voldoende verdoving of pijnstilling krijgt toegediend, tenzij wetenschappelijk gemotiveerd. Dieren die pijn 
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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 
gezondheidsteestand. 
Volgens artikel 13b 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 13d volgt dat het doden van dieren door een deskundig persoon moet worden gedaan, wat zo 
mln mogelijk pijn, lijden en angst met zich meebrengt. De methode om te doden is vastgesteld in de 
Europese richtlijn artikel 6. 
In artikel 13c 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. 
De Minister heeft vrijstelling ontheffing verleend volgens artikel 13c, die de afwijkende methode van doden 
op basis van wetenschappelijke motivering ten minste even humaan acht als de in de richtlijn opgenomen 
passende methoden. 
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