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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? 

(Titel) Naam en 
voorletters 

Functie 

Afdeling 

Telefoonnummer 

E-mailadres 

2 van 3 

I D Dhr. D Mw. 

l 

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

181 Nee 

2 Over uw aanvraag 

2.1 Wat voor aanvraag doet u? 

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

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

181 Nieuwe aanvraag > Ga verder met vraag 3 

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

Vul uw vergunde projectnummer 
In en ga verder met vraag 2.2 

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

Vul uw vergunde proj ectnummer 
in en ga verder met vraag 2.3 

D Ja > Beantwoord dan In het projectplan en de niet-technische samenvatting alleen 
de vragen waarop de wijzig ing betrekking heeft en onderteken het 
aanvraagformulier 

D Nee > Ga verder met vraag 3 

D Nee > Ga verdEOr met vraag 3 

D Ja > Geef hi~r onder een toelichting~n ga verder met vraag 6 

3 Over uw project 

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

3.2 Wat is de titel van het 
project? 

3.3 Wat Is de titel van de niet­
technische samenvatting? 

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

Startdatum 

Einddatum 

- 7 - 2017 

- 6 -2019 

Antilichaam-antibioticum conjugaat therapie tegen Q-koorts 

Antilichaam-antibioticum conjugaat therapie tegen Q-koorts 

Naam DEC 

Postadres 

E-malladres 

j DEC-WUR 

I Droevendaalsesteeg 4, 6708 PB Wageningen 

I dec@wur.nl 



bestelorder WUR1043283

+ 2 bijlagen
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L.S., 

Dit project wordt 20-3 in de DEC behandeld. 

Met vriendelijke groeten, 

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

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

Dit bericht is uitsluitend bestemd voor geadresseerde. Het bericht kan vertrouwelijke informatie bevatten. 

Gebruik door derden of openbaarmaking van dit bericht zonder toestemming van de 

is niet toegestaan. Als u dit bericht per abuis heeft ontvangen, wordt u verzocht het te vernietigen en ons te 

informeren. 

From: info@zbo-ccd.nl [mailto:info@zbo-ccd.nl]  

Sent: vrijdag 10 maart 2017 11:28 

To: DEC WUR 

Subject: Verzoek om advies over projectvergunningsaanvraag AVD401002017895 

Geachte leden van DEC-WUR  

De Centrale Commissie Dierproeven (hierna: CCD) verzoekt u in het kader van vergunningverlening (of 

wijziging van een vergunning) advies te geven over het project met als titel: "Antilichaam-antibioticum 

conjugaat therapie tegen Q-koorts" en aanvraagnummer: AVD401002017895. 

Uw commissie wordt verzocht op grond van artikel 10.a.2 van de Wet op de dierproeven de aanvraag te 

beoordelen en een ethische toetsing uit te voeren waarbij wordt afgewogen of de doelstelling van het 

project, de verwachte voordelen voor mens, dier of milieu en de haalbaarheid van de doelstellingen, het 
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gebruik van dieren en de schade die zal worden toegebracht aan de dieren in de vorm van lijden, pijn en 

angst kan rechtvaardigen. 

Graag ontvangen wij van u bericht dat deze e-mail goed is ontvangen en wanneer u dit advies in de 

vergadering gaat bespreken. 

Voor het in te dienen advies dient de DEC gebruik te maken van de meest actuele versie van het op de 

website van de CCD gepubliceerde Format DEC-advies en de toelichting daarbij. U dient deze aanvraag 

vertrouwelijk te behandelen. Voor de communicatie met de CCD dient u gebruik te maken van de 

beveiligde verbinding. 

De CCD verzoekt u uiterlijk binnen 20 werkdagen, na 10-03-2017, uw advies bij de CCD in te dienen. 

Indien de aanvraag door uw commissie niet in behandeling kan worden genomen, dient u dit per 

ommegaande per e-mail aan de CCD te melden. 

Ingeval uw commissie tussentijds aanvullende informatie wil inwinnen bij de aanvrager kan de termijn 

worden opgeschort. U dient de CCD zo spoedig mogelijk op de hoogte te stellen van deze opschorting. 

Zodra de opschortende termijn is beeindigd, stelt u de CCD hiervan onverwijld op de hoogte. Opschorting 

van de adviestermijn vindt niet plaats ingeval u ten behoeve van uw advies een onafhankelijk extern expert 

raadpleegt. 

Met vriendelijke groeten, 

CCD 
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A WAG ENINGENIII:W 
For quality of life 

Postbus 65 I 8200 AB Lelystad 

Centrale Commissie Dierproeven 

Postbus 20401 
2500 EK Den Haag 

Geachte CCD, 

Onderstaand het advies dat de DEC-WUR heeft gegeven aangaande het project 
"Antilichaam-antibioticum conjugaat therapie tegen Q-koorts" 

A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer: AVD401002017895 

D 

Wageningen 

University & Resea rch 

DATVlot 

9 mel2017 

ONDERWERP 

aar1vraag projectvergunning 
AVD401002017895 

ONSKEtlt«RK 

AVD401002017895 

POSTADRfS 

,"TBtN-q 
www.wur.nl 

2. Titel van het project: Antilichaam-antibioticum conjugaat therapie tegen Q-koorts "'"N"'""'"" 

3. Titel van de NTS: Antilichaam-antibioticum conjugaat therapie tegen Q-koorts 

4. Type aanvraag: nieuwe aanvraag projectvergunning 

5. Contactgegevens DEC: 
DEC-WUR -Secretaris: dec@wur.nl 

6. Adviestraject 
Ontvangen door DEC: 08-03-2017 
Aanvraag compleet: 08-03-2017 
In vergadering besproken : 20-03-2017 
Anderszins behandeld: schriftelijke ronde 20-04-2017 
Termijnonderbreking(en) van 21-03-2017 tot 19-04-2017 
Aanpassing aanvraag: 19-04-2017 
Advies aan CCD: zie datum brief 

7. De Instantie voor Dierenwelzijn heeft een positief oordeel over de kwaliteit van 
de aanvraag uitgebracht en de DEC heeft dit in haar overweging betrokken. 

9. Correspondentie met de aanvrager 
Datum vragen: 21-03-2017 
Gestelde vragen en antwoorden: 

• De kennis en kunde van deze onderzoeksgroep is, afgaande op het 
geschreven voorstel en oordeel nog niet voldoende gewaarborgd in de ogen 
van de DEC. De DEC is van mening dat men voldoende kennis en kunde 
heeft om de proef technisch goed uit te voeren, maar kan niet goed 
beoordelen of men voldoende samenwerking l1 eeft met partijen buiten de 
proefdierwereld, in de klinische/hum ane geneeskunde waardoor de 
resultaten in de toekomst vertaalbaar zijn naar mensen. 
Dit onderzoeksvoorstel hoort bij een project wat loopt bij een universitair 
research laboratorium waar de AAC ontwikkeld worden. Dit project is 
gehonoreerd door de Nederlandse belangen organisatie voor chronische Q-

09098104 

COUTACTPfRS00t4 

TElfFOON 

IH1All 

DEC@wur.ni 

Wageningen UnJverslty & .R~search is 

speclalised In the domaln of healthy 
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koorts patiënten. Deze organisatie is in hoge mate gericht op het subsidiëren 
van projecten die op kortere of langere termijn een bijdrage kunnen leveren 
aan de betere behandeling van chronische Q koorts patiënten. Vanwege de 
contacten en de rapportage cyclus is er dus nauwlettend toezicht op dit 
project en de mogelijkheden tot translatie. Daarnaast heeft de 
onderzoeksgroep op basis van onderzoek tijdens de Q-l<aorts uitbraak in 

Nederland nauwe contacten met onder andere het universitair medisch 
centrum wat de zorg voor chronische Q-koorts patiënten uitvoert en 
coördineert. Via dit bestaande netwerk borgen wij de samenwerking met 
partijen buiten de proefdierwereld en spelen wij een actieve rol in het 
meedenken over oplossingen die voor patiënten relevant kunnen zijn of 
worden. 

• De DEC Is van mening dat het project te algemeen beschreven Is. Zij heeft 
hierover de volgende vragen : 

o Wat maakt dat de resultaten vertaalbaar Is naar de mens? 
Voor dit specifieke in ontwikkeling zijnde medicijn is deze 
dierproefstudie de eerste stap van in vitro naar in vivo. Dit is een 
essentiële stap omdat in een in vitro systeem het medicijn en de 
cellen direct met elkaar in contact kunnen komen. In een dergelijk 
systeem werkt het medicijn in zowel dierlijke als humane cellen. In 
een in vivo situatie wordt het medicijn in de bloedbaan ingebracht 
en moet vervolgens de bloedbaan verlaten om bij de relevante 
cellen te komen die niet vrij in de bloedbaan bewegen maar in 
orgaanweefsel zitten. De huidige aanvraag is er dus op gericht om 

die vraag te beantwoorden en de muis is een goed model hiervoor 
omdat het mechanisme van verdeling van de AAC in de bloedbaan 
en de weefsel grote overeenkomsten vertoont met het mechanisme 

In de mens. Als de AAC Inderdaad In de doelcellen in het weefsel 
aankomt en werkt tegen de bacterie zonder dat bijwerkingen 
optreden dan Is dat een belangrijke set aan data die gebruikt 
kunnen worden in aanvragen die de opdrachtgever wil doen om 
toestemming te krijgen om het medicijn te gaan testen In 'clinical 
trials' met mensen. Varfanten van deze combinatie medicijnen (een 
werkzame stof gekoppeld aan een antilichaammolecuul) zijn 
succesvol getest in muizenmodellen om vervolgens In te stromen in 
humane 'clinical trials ' en de eerste varianten hiervan zijn, zoals 
vermeld in de aanvraag, recent op de markt gekomen. 

o Waarom is dit een goed model? 
De muis Is een goed model om te testen of het medicijn vanuit de 
bloedbaan de doelcellen in weefsel kan bereiken omdat het 

mechanisme van verdeling van de AAC in de bloedbaan en de 
weefsel grote overeenkomsten vertoont met het mechanisme in de 
mens. In combinatie met het gevalideerde Q koorts infectiemodel 
kan naast de veiligheid ook een eerste indicatie gekregen worden 
van de effectiviteit van het AAC. 

o Het aantal dieren en het ongerief dat de dieren ondergaan is 
onvoldoende onderbouwd. 
De onderzoeker heeft dit in de bijlagen beter onderbouwd. 

o In bijlage 2 wordt gesproken over preventieve behandeling. De DEC 
constateert dat de onderzoeker hier In de verdere aanvraag niet op 
terug komt en alleen de th erapeutische behandeling uitwerkt . Verder 
vraagt de DEC zich af wat het nut is van prevent ieve behandeling. 
De DEC kan zich niet voorstellen dat men preventief antibiotica of 
anti lichamen zal toedienen. 
De term preventieve behandeling had hier niet moeten staan want 
dat Is inderdaad geen voorstelbare toepassing van dit medicijn. 
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• De DEC is van mening dat de HEP's beter beschreven moeten worden . Kan 
er een scorelijst toegevoegd worden? 
De klinische scorelijst is toegevoegd. 

• De onderbouwing voor de keuze van het model (en daarmee het aantal 
dieren) moet verduidelijkt worden. Waarom is dit model het meest geschikt? 
De keuze van het model is enerzijds gebaseerd op modellen waarin met 
succes muizen gebruikt worden voor veiligheids- en farmacokinetiekstudies 
van antilichamen die ontwikkeld worden voor gebruik in mensen. Anderzijds 
is het muizen Q-koorts model zoals beschreven in de aanvraag een Q-koorts 
infectie model met een korte looptijd en beperkt ongerief waarin de vraag of 
het AAC medicijn de doelcellen kan bereiken en de bacteriën af kan doden in 
cellen die zich buiten de bloedbaan in weefsel bevinden goed beantwoord 
kan worden. 

• Verder wil de DEC weten of het gebruik van een wangprik kan leiden tot het 
verminderen van het aantal dieren omdat een dier dan vaker geprikt kan 
worden en gevolgd kan worden in de tijd. 
Het Is van belang om op orgaan I weefsel niveau te onderzoeken of er 
sprake Is van bijwerkingen van het AAC medicijn . Aangezien het medicijn 

contact maakt met macrofagen die zich in weefsel bevinden kan dit leiden 
tot activatie van de cel. De betrokken cellen hebben hun natuurlijke functie 
in ontstekingsprocessen en activatie zou dus kunnen leiden tot een 
ontstekingsreactie in het orgaan. Dit zou een ongewenste bijwerking zijn. 
Door herhaalde bloedafname te introduceren zou de halfwaardetijd studie 
gesplitst worden van de bijwerkingen studie. Voor de bijwerkingen studie 

zouden dan apart nog muizen behandeld en opgeofferd moeten worden voor 
weefselonderzoek. Door de beide onderzoeken te combineren kunnen we 
juist m inder mulzen gebruiken. Het 5 x wekelijks achter elkaar vla wangprik 
bloed afnemen veroorzaakt ook matig ongerief voor de muizen en vergt 
waarschijnlijk ook nog extra behandelingen en ongerief door de totale 
hoeveelheid afgenomen bloed per 2 weken dan mogelijk hoger uitkomt dan 
10% van het circulerende volume op basis van 8 mi /kg lichaamsgewicht per 
2 weken. 

• Inherent aan het model is dat men enkel gebruik maakt van vrouwelijke 
dieren. Wanneer de onderzoeker goed kan onderbouwen dat dit model het 
meest geschikt is kan zij hiermee Instemmen. De DEC wil echter wel weten 
of de resultaten verkregen bij vrouwelijke muizen in de toekomst te vertalen 
is naar mannelijke patiënten. 
De keuze hiervoor wordt ingegeven doordat het Q koorts infectie model 
ontwikkeld en gevalideerd is met vrouwelijke muizen door een Frans 
zusterinstituut Uit die studies blijkt dat de variat ie tussen vrouwelijke dieren 
kleiner is dan bij mannelijke dieren en de infectie milder verloopt. Als wij op 
dit moment evenredig mannelijke en vrouwelijke muizen in zouden zetten 
zouden we eerst een voorstudie moeten doen om inzicht te krijgen in het 
verloop van de infectie bij mannelijke dieren en deze variant van het model 
valideren voordat de beoogde studies met de AAC kunnen plaats vinden. Als 
inderdaad blijkt dat er meer variatie is in het verloop van de infectie bij 
mannelijke dieren dan zal dit ook consequenties hebben voor de 
powerberekening en zal het uiteindelijk aantal dieren per groep in de 
effectiviteitsstudies toenemen. In totaal zal deze keuze dus zowel op kortere 

als waarschijnlijk ook op langere termijn leiden tot gebruik van meer dieren. 
Daarnaast is er geen essentieel verschil op basis van geslacht te verwachten 
voor wat betreft de uitkomsten rond de vraag of het AAC medicijn in staat is 
de bloedbaan te verlaten en cellen in weefsel te bereiken. Het toepassen van 
de onderzoeksvraag op zowel mannelijke als vrouwelijke muizen heeft in 
onze ogen dus geen toegevoegde waarde voor wat betreft mogelijkheden tot 

translatie. 
De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag. 
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B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling) 

1. De DEC heeft vastgesteld dat het project vergunningplichtig is (dierproeven in de 
zin der wet). 

2. De aanvraag is een nieuwe aanvraag. 
3. De DEC is competent om over de aanvraag te adviseren vanu it het oogpunt van 

onafhankelijkheid, onpartijdigheid en beschikbare expertises. 

C. Beoordeling (inhoud) 

1. De DEC heeft vastgesteld dat de aanvraag toetsbaar is en voldoende samenhang 
heeft. 

2. De DEC heeft geen tegenstrijdige wetgeving, gericht op de gezondheid en welzijn 
van het dier of het voortbestaan van de soort, gesignaleerd die het uitvoeren van 
de proef in de weg kan staan. 

3. De DEC heeft vastgesteld dat de In de aanvraag aangekruiste doelcategorie in 
overeenstemming is met de hoofddoelstelling. 

Belangen en waarden 

4. Het directe doel is op te splitsen in 3 delen: 
• De ontwikkeling van een antilichaam-antibioticum conjugaat tegen Q-koorts 

(AAC-Cb) in muizen 
• Het testen van AAC tegen Q koorts op veiligheid en pharmacokinetiek in 

muizen 
• Het testen van therapeutische effectiviteit van AAC in muizen 
Het uiteindelijke doel Is het ontwikkelen van AAC voor een effectieve behandeling 
van chronische en acute Q-koorts bij mensen. 

5. De belanghebbenden in het project en hun morele waarden zijn : 
• Proefdieren: aantasting van welzijn en Integriteit 

Patiënten: gezondheidsbelang 
Onderzoeker/CRO: kennisvergaring en economisch belang 

• Maatschappij: gezondheidsbelang, het belang van het hebben van een 
effectief middel tegen Q-koorts, de algemene maatschappelijke bezorgdheid 
rond Q-koorts 

• De DEC merkt op dat er in deze fase van het project de farmaceutische 
industrie nog niet betrokken is bij het project 

6. Voor zover de DEC dat kan inschatten is er geen sprake van substantiële 
milieueffecten. 

Proefopzet en haalbaarheld 

7. De DEC heeft vastgesteld dat de kennis en kunde van de onderzoeksgroep en 
andere betrokkenen bij de dierproeven, afgaande op de aanvullende toelichting 
die de onderzoeker heeft gegeven en het oordeel van de I vD, voldoende 
gewaarborgd zijn. 

8. De DEC heeft, na aanvullende Informatie van de onderzoeker beoordeeld te 
hebben, vastgesteld dat het project goed is opgezet, de voorgestelde 
experimentele opzet en uitkomstparameters logisch en helder aansluiten bij de 
aangegeven doelstelling. De gekozen strategie en experimentele aanpak kan in 
de ogen va de DEC leiden tot het behalen van de doelstelling binnen het kader 
van het project. 

Welzijn dieren 

9. Er is geen sprake van de volgende bijzonderheden op het gebied van categorieën 
van dieren, omstandigheden of behandeling van de dieren. 

10. De dieren worden gehuisvest en verzorgd op een wijze die voldoet aan de eisen 
die zijn opgenomen om bijlage III van richtlijn 2010/63/EU. 

11. De DEC stelt vast dat een cumulatieve inschatting van ongerief als "matig " 
realistisch is ingeschat en geclassificeerd. De onderzoeker verwacht geen 
ongerief dat de classificatie matig overschrijdt. Wanneer dit door onvoorziene 
omstandigheden wel dreigt te gebeuren dan zorgen de HEP's ervoor dat het 
ongerief matig blijft. Ongerief In de experimenten zal bestaan uit: eenmalige ip­
en- iv toed iening 

12. Naast ongerief is er geen sprake van aantasting van integriteit van het dier, 
anders dan voortvloeiend uit de proefhandelingen. 

13. De DEC heeft, na beoordeling van de aanvullende informatie van de 
onderzoeker, vastgesteld dat de criteria voor humane eindpunten goed zijn 
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gedefinieerd en dat goed In ingeschat welk percentage van de dieren een 
humaan eindpunt zal bereiken. 

3 V's 

14. De DEC heeft vastgesteld dat de onderzoeker voldoende aannemelijk heeft 
gemaakt dat er geen alternatieven zijn om de doelstel ling van het project te 
realiseren. De DEC heeft ged iscussieerd of vervanging mogelijk zou zijn door 
microdosering in de mens te gebrulken voor het bepalen van de dynamiek. Zij 
komt echter tot de conclusie dat deze techniek nog in de kinderschoenen staat 
en niet geschikt is om in te zetten in dit project. 

15. De DEC heeft, na beoordeling van de door de onderzoeker verstrekte 
aanvullende informatie vastgesteld dat dat de onderzoeker voldoende 
aannemelijk heeft gemaakt dat er optimaal tegemoet gekomen wordt aan de 
vereiste van vermi ndering van dierproeven. 

16. De DEC heeft vastgesteld dat het project in overeenstemming is met de vereiste 
van verfijning van dierproeven. De onderzoeker heeft gekozen voor een model 
zonder klinische symptomen. Ook heeft de onderzoeker HEP's geformuleerd voor 
onvoorziene omstandigheden. De DEC ziet geen verdere mogelij kheden voor 
verfijning . 

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 
18. Inherent aan het model is dat men enkel gebruik maakt van vrouwelijke dieren. 

N.a.v. een vraag van de DEC heeft de onderzoeker goed onderbouwd dat dit 
model het meest geschikt is. De DEC kan hiermee instemmen. 

19. De dieren worden gedood in het kader van het project. De dieren worden gedood 
volgens een passende methode die vermeld staat in bijlage IV van richt lijn 
2010/63/EU. 

NTS 

21. De NTS is naar het oordeel van de DEC een evenwichtige weergave van het 
project, begrijpelijk geformuleerd en voldoet aan de vereisten in de herziene 
Wod Art. 10.a.1.7. 

D. Ethische afweging 

1. De centra le morele vraag van het project is of onderzoek naar de veiligheid en 
werkzaamheid in muizen van een AAC tegen Q-koorts, opweegt tegen het naar 
verwachting lichte, maar maximaal matige, ongerief van 750 muizen. 

2. In de afweging heeft de DEC geconstateerd dat het hier gaat om een aanvraag 
met voldoende samenhang. 
Als het project zijn uiteindelijke doel behaalt dan acht de DEC de belangen voor 
de patiënten substantieel. Het gaat hierbij om de waarde van gezondheid: 
genezing van Q-koorts of de verlichting van de klachten. De DEC heeft in haar 
discussie meegenomen dat er twee groepen chronische Q-koorts patiënten te 
onderscheiden zijn: enerzijds de chron ische Q-koorts waar 60% van de patiënten 
aan overlijdt en anderzijds de patiënten die chronische klachten houden na het 
doormaken van Q-koorts. Voor beide groepen kunnen resultaten van dit project 
relevant zijn . Gezien de maatschappelijke Impact en onrust naar aanleiding van 
Q-koorts heeft de DEC ook de maatschappij als betrokkene in de afweging 
meegenomen. Het belang van de maatschappij, gerelateerd aan de waarden van 
volksgezondheid en een goede leefomgeving, ziet de DEC als een reëel belang. 
Gezien de samenwerking met de Nederlandse belangenorganisatie voor 
chronische Q-koorts patiënten en een ervaren universitair medisch centrum acht 
de DEC de kans dat het eindelijke doel ook gehaald kan worden als zeer reëel in . 
Zowel bij dit uiteindelijke doel als het directe doel hebben de onderzoekers een 
belang voor de onderzoeker. De DEC waardeert dat in dit project als een beperkt 
belang. 
Tot slot zijn de waarden van de proefdieren in het geding. Het gaat om naar 
verwachting licht ongerief (en mogelijk matig ongerief indien de werkzaamheid 
van het vaccin niet voldoende blijkt te zijn) . De integriteit van de proefdieren 
wordlln dil project niel slerker aangetëlst dan gebruikelijk bij het uitvoeren van 
een dierproef. 

3. Op basis van bovenstaande overwegingen is de DEC van mening dat het ethisch 
verantwoord is om onderzoek te doen naar een therapie tegen Q-koorts met 
maximaal matig ongerief voor maximaal 750 dieren. De centrale morele vraag 
kan met "ja" beantwoord worden. 

For quillily of life 
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E. Advies 

1. Advies aan de CCD: 
De DEC adviseert de vergunning te verlenen. 

2. Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus. 
3. Er zijn geen knelpunten/dilemma's zijn naar voren gekomen tijdens het 

beoordelen van de aanvraag en het opstellen van het advies. 
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Beste  

Dit aantal komt door de verwarring die er geweest in het DEC-traject over het aantal dieren. Onderstaand 

een citaat uit een mail van de onderzoeker aan de DEC: 

“In de bijlagen een word document met de antwoorden op onderstaande vragen en de pdf van de 

aangepaste aanvraag. Na de beoordeling door de IvD is het totaal aantal dieren naar beneden bijgesteld in 

verband met een vermeende telfout. Tijdens het aanpassen van de aanvraag nav de vragen van de DEC 

kwam ik er echter achter dat dit niet terecht was en heb dit bijgesteld naar het originele aantal. Dit laatste 

ter toelichting waarom het aantal dieren in de aanvraag gewijzigd is. “

In het DEC-advies heb ik per abuis het verkeerde aantal opgenomen. De DEC heeft de aangepaste versie 

met het juiste aantal dieren beoordeeld en daarop haar ethische afweging gebaseerd 

Met vriendelijke groeten, 

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

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

Dit bericht is uitsluitend bestemd voor geadresseerde. Het bericht kan vertrouwelijke informatie bevatten. 

Gebruik door derden of openbaarmaking van dit bericht zonder toestemming van de 

is niet toegestaan. Als u dit bericht per abuis heeft ontvangen, wordt u verzocht het te vernietigen en ons te 

informeren. 

From: info@zbo-ccd.nl [mailto:info@zbo-ccd.nl]  

Sent: woensdag 24 mei 2017 17:37 

To: DEC WUR 

Subject: Verzoek aanvullende informatie projectvergunningsaanvraag AVD401002017895 

12.



�

Geachte DEC-WUR, 

Op 10-03-2017 hebben wij een aanvraag voor een projectvergunning dierproeven ontvangen waarover uw 

DEC advies heeft uitgebracht. Het gaat om het project 'Antilichaam-antibioticum conjugaat therapie tegen 

Q-koorts' met aanvraagnummer AVD401002017895. 

In uw ethische afweging (D1) geeft u aan dat er sprake is van 750 muizen. In de aanvraag die wij hebben 

ontvangen, gaat het echter om 825 dieren. Kunt u aangeven of uw ethische afweging gelijk is met meer 

dieren? 

Kunt u hier voor 1 juni 2017 antwoord op geven? 

Mocht u vragen hebben, dan kunt u uiteraard contact met ons opnemen. 

Met vriendelijke groet, 

Centrale Commissie Dierproeven 

www.centralecommissiedierproeven.nl

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

Postbus 20401 | 2500 EK | Den Haag 

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

T: 0900 2800028 

E: info@zbo-ccd.nl
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 Appendix 

 Description animal procedures 

 

 • This appendix should be enclosed with the project proposal for animal procedures. 

 • A different appendix 'description animal procedures' should be enclosed for each type of animal procedure. 

 • For more information, see our website www.zbo-ccd.nl. 

 • 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'. 40100 

 

1.2 Provide the name of the licenced establishment. Stichting Wageningen Research 

 

1.3 List the different types of animal procedures. 

 Use the serial numbers provided in Section 3.4.4 of the Project Proposal form. 

Serial number  

1 

Type of animal procedure  

Veiligheid en farmacokinetiek van AAC 

14.
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2 Description of animal procedures 
A. Experimental approach and primary outcome parameters 

 

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

 

Om te bepalen of het antilichaam-antibioticum conjugaat (AAC) veilig in vivo kan worden toegepast in hoeveelheden die nodig zijn om therapeutische effectiviteit te bereiken 

moeten veiligheids- en farmacokinetiek studies verricht worden. Iedere AAC bestaat uit een combinatie van een specifiek antilichaam en een antibioticum. Het antilichaam is in 

staat om aan macrofagen en andere relevante myeloide cellen te binden waar Coxiella burnetii (Cb) zich in kan ophouden en zorgt er dus voor dat het antibioticum op de juiste 

plaats in het lichaam wordt afgeleverd. Na binding van het antilichaam wordt de AAC in zijn geheel opgenomen door de fagocyterende cel. In de cel vind een enzymatische 

splitsing plaats waardoor het antibioticum los komt van de AAC en de bacterie in de cel kan doden.  Door de koppeling van de 2 actieve stoffen (antilichaam en antibioticum) is 

het mogelijk dat de farmacokinetiek (zoals de halfwaarde tijd en de klaring ) anders is dan van de afzonderlijke stoffen. Dit geldt ook voor mogelijke bijwerkingen. Om deze 

aspecten te kwantificeren en evalueren worden dieren behandeld met verschillende doses van de ontwikkelde AAC.  

 

Voor de veiligheids- en farmacokinetische studie is de primaire uitleesparameter de hoeveelheid AAC die in het bloed gemeten kan worden. Tussen het begin en het eind 

tijdstip moet een reductie van 82.5% met een power van 80% en een betrouwbaarheid van 95% gemeten worden. Op basis van de testeigenschappen levert dit een 

groepsgrootte per tijdstip op van 3 dieren. Op basis van gepubliceerde data voor de bepaling van antilichaam halfwaardetijd in muizen is een meet reeks van 5 tijd punten 

noodzakelijk.Op 5 tijdstippen in een periode tot maximaal 28 dagen na toediening van de AAC worden 3 dieren per tijdstip geëuthanaseerd. Serum van deze muizen wordt 

gebruikt om de farmacokinetiek van de AAC te bepalen en diverse weefsels van deze dieren wordt geanalyseerd door middel van macroscopisch en histopathologisch 

onderzoek om, naast klinische observatie, bijwerkingen vast te kunnen stellen.  

 

 

Describe the proposed animal procedures, including the nature, frequency and duration of the treatment. Provide justifications for the selected approach. 

 

Na 7 dagen acclimatisatie worden per te testen AAC 3 groepen vrouwelijke muizen van 6-8 weken leeftijd intraveneus geïnjecteerd met antilichaam of antilichaam-

antibioticum conjugaat. Het antilichaam-antibioticum conjugaat wordt in 2 doses getest. Deze doses worden bepaald aan de hand van de berekende dosis op basis van 

gegevens van in vitro studies met cel systemen en een dosis die 10 maal hoger is. Het vrije antilichaam wordt in de hoge doses getest. Op 5 tijdstippen in een periode tot 

maximaal 28 dagen na toediening van de AAC worden 3 dieren per tijdstip geëuthanaseerd. Serum van deze muizen wordt gebruikt om de farmacokinetiek van de AAC te 

bepalen en diverse weefsels van deze dieren wordt geanalyseerd door middel van macroscopisch en histopathologisch onderzoek om, naast klinische observatie, bijwerkingen 

vast te kunnen stellen van zowel het vrije antilichaam als het antilichaam-antibioticum conjugaat. 

Er is gekozen voor deze werkwijze omdat hiermee voorkomen wordt dat er bij de muizen herhaaldelijk (5 x in 28 dagen) voldoende bloed afgenomen moet worden voor de 

AAC bepalingen. Bij euthanasie kan ruim voldoende serum afgenomen worden en heeft deze methode als voordeel dat direct op weefselniveau eventuele bijwerkingen 

vastgesteld kunnen worden van zowel het vrije antilichaam als het antilichaam-antibioticum conjugaat. Aangezien de AAC methode zich specifiek richt op macrofagen en 

andere myeloide cellen die met name in diverse weefsels voorkomen (en niet in circulatie) geniet deze benadering de voorkeur. 
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Eerst wordt bepaald of het antilichaam alleen een effect heeft, daarna de AAC. Om onnodig ongerief te voorkomen worden eerst de muizen behandeld voor het eind tijdstip (4 

weken follow-up). Als in de eerste week na toediening geen klinische verschijnselen worden waargenomen wordt de eerstvolgende groep (3 weken follow-up) behandeld. Zo 

ook voor de groepen 2 weken follow-up, 1 week follow-up en 1 dag follow-up. Eén dag na de laatste toediening worden alle muizen geëuthanaseerd. Serum wordt gebruikt om 

de AAC halfwaardetijd te bepalen en de organen worden gebruikt om op weefselniveau steriele ontstekingsverschijnselen te analyseren.  

Indien in de eerste week na toediening van het antilichaam alleen of de AAC een HEP toegepast moet worden, worden de volgende behandelingen niet gestart maar wordt 

eerst onderzocht of de HEP een gevolg is van de behandeling. Indien dit het geval is wordt de AAC niet verder onderzocht in de dierproef. (No Go) 

Indien geen bijwerkingen optreden worden per antilichaam en AAC dosis 15 muizen gebruikt voor de veiligheids- en farmacokinetische studie (i.c. per dosis 3 muizen per groep 

x 5 tijdstippen). 

    

 

 

Describe which statistical methods have been used and which other considerations have been taken into account to minimise the number of animals. 

 

Er is gekozen voor sequentieel opofferen van 3 dieren per tijdstip op 5 tijdstippen in een periode tot maximaal 28 dagen na toediening van de AAC  op basis van bovenstaande 

redenering, statistische methoden en uitkomst gegevens in de literatuur over farmacokinetische studies van antilichamen in muizen (Tam 2013). 

 

Voor de veiligheids- en farmacokinetische studie is de primaire uitleesparameter de hoeveelheid AAC die in het bloed gemeten kan worden. Tussen het begin en het eind 

tijdstip moet een reductie van 82.5% met een power van 80% en een betrouwbaarheid van 95% gemeten worden. Op basis van de testeigenschappen levert dit een 

groepsgrootte per tijdstip op van 3 dieren. Op basis van gepubliceerde data voor de bepaling van antilichaam halfwaardetijd in muizen is een meet reeks van 5 tijd punten 

noodzakelijk. 

 

Tam SH, McCarthy SG, Brosnan K, Goldberg KM, Scallon BJ. Correlations between pharmacokinetics of IgG antibodies in primates vs. FcRn-transgenic mice reveal a rodent 

model with predictive capabilities. MAbs. 2013 May-Jun;5(3):397-405. doi: 10.4161/mabs.23836. 

 

 

B. The animals 

 

Specify the species, origin, estimated numbers, and life stages. Provide justifications for these choices. 

 

De studies worden uitgevoerd met 6-8 weken oude vrouwelijke muizen (Specific Pathogen Free female Swiss OF1 stam) van erkend fokbedrijf. Dit is de muizenstam, geslacht 

en leeftijd zoals die ook gebruikt wordt voor de Cb challenge en effectiviteitsstudies. Het gebruik van hetzelfde model met vrouwelijke dieren is belangrijk om de resultaten zo 

relevant mogelijk te maken voor de vervolg studie (zie bijlage 2). Het opnieuw valideren van het muizen Cb infectie model is noodzakelijk als in dit stadium zowel mannelijke als 
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vrouwelijke dieren gebruikt gaan worden. Dit leidt tot een toename in aantal muizen. Aangezien de translocatie van antilichamen van bloed naar weefsel geen 

geslachtsgebonden kenmerk is is er geen noodzaak om deze aanpassing in het model te maken. 

Voor 1 farmacokinetiek experiment worden maximaal 3 muizen per tijdstip op maximaal 5 tijdstippen  gebruikt: 15 muizen (hiermee kan een tijdcurve gemaakt worden 

waaruit halfwaarde tijd berekend kan worden) 

Voor elk te testen conjugaat zal eerst een proef met het antilichaam zonder antibioticum conjugaat uitgevoerd worden. Als het antilichaam zonder antibioticum bijwerkingen 

laat zien ((acute) klinische verschijnselen en/of lokale ontstekingsverschijnselen in organen op basis van histopathologische analyse dan zal dit antilichaam en de bijbehorende 

AAC niet verder getest worden. (No Go)  

Voor elk AAC zijn 2 experimenten nodig om verschillende doses te testen voor kinetiek en mogelijke bijwerkingen (veiligheid). 

In totaal zullen maximaal 5 AAC worden ontwikkeld die gericht zijn tegen verschillende moleculen die op de oppervlakte van macrofagen aanwezig zijn. Aan deze antilichamen 

wordt een antibioticum gekoppeld dat werkzaam is tegen Cb (bijvoorbeeld rifamycine of derivaten daarvan). 

Dat betekent dat maximaal (15)*(3)*(5) = 225 muizen gebruikt zullen worden.  

 

C. Re-use 

 

Will the animals be re-used? 

 

[X] No, continue with question D. 

[] Yes > Explain why re-use is considered acceptable for this animal procedure. 

 

 

 

Are the previous or proposed animal procedures classified as 'severe'? 

 

[] No 

[] Yes > Provide specific justifications for the re-use of these animals during the procedures. 

 

 

 

D. Replacement, reduction, refinement 

 

Describe how the principles of replacement, reduction and refinement were included in the research strategy, e.g. the selection of the animals, the design of the procedures 

and the number of animals. 
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Vervanging: farmacokinetiek en veiligheid kan alleen uitgevoerd worden in het levende dier. Te testen AAC kandidaten gaat door een uitgebreide in vitro voorscreening zodat 

alleen AAC kandidaten die specifiek de beoogde doelcellen herkennen en op de juiste wijze het antibioticum in de cel afgeven ook daadwerkelijk in dieren getest worden 

Vermindering: in de methode gebruikt door Tam et al worden steeds 4 of 5 dieren per tijdstip bemonsterd. Echter de waargenomen spreiding in die data is zo beperkt dat wij 

in deze proef het aantal dieren per tijdstip terug gebracht hebben tot 3 dieren, hetgeen voldoende moet zijn voor een betrouwbaar resultaat. Door de volgorde van de proeven 

zo te kiezen dat bijwerkingen vroeg opgemerkt kunnen worden als een beperkt deel van de dieren gestart zijn met de behandeling kan het aantal dieren wat ingezet wordt bij 

een antilichaam of AAC met bijwerkingen sterk beperkt worden. Verfijning: wij kiezen ervoor om voor de farmacokinetiek niet herhaalde bloedafname uit te voeren bij de 

muizen als methode om serum te verzamelen maar onderzoek naar bijwerkingen op weefsel niveau te combineren met de farmacokinetiek studie. Hierbij worden dieren per 

tijdstip geëuthanaseerd. Het ongerief voor de dieren is hierdoor minder, er kan meer serum afgenomen worden wat de betrouwbaarheid van de AAC bepalingstesten ten 

goede komt en er kan nauwkeurig onderzoek gedaan worden naar bijwerkingen in relevante weefsels. 

 

Explain what measures will be taken to minimise 1) animal suffering, pain or fear and 2) adverse effects on the environment. 

 

wij kiezen ervoor om voor de farmacokinetiek niet herhaalde retro-orbitale punctie uit te voeren bij de muizen als methode om serum te verzamelen maar onderzoek naar 

bijwerkingen op weefsel niveau te combineren met de farmacokinetiek studie. Hierbij worden dieren per tijdstip geëuthanaseerd. Het ongerief voor de dieren is hierdoor 

minder, er kan meer serum afgenomen worden wat de betrouwbaarheid van de AAC bepalingstesten ten goede komt en er kan nauwkeurig onderzoek gedaan worden naar 

bijwerkingen in relevante weefsels. Dieren worden gehouden in groepen en kooiverrijking wordt toegepast. 

Repetition and Duplication 
E. Repetition 

 

Explain what measures have been taken to ensure that the proposed procedures have not already been performed. If applicable, explain why repetition is required. 

 

De AAC tegen Cb die ontwikkeld worden zijn voor zover ons bekend uniek en niet eerder beschreven 

Accommodation and care 
F. Accommodation and care 

 

Is the housing and care of the animals used in experimental procedures not in accordance with Annex III of the Directive 2010/63/EU? 

 

[X] No 

[] Yes > If this may adversely affect animal welfare, describe how the animals will be housed and provide specific justifications for these choices. 

 

 

G. Location where the animals procedures are performed 

 

Will the animal procedures be carried out in an establishment that is not licenced by the NVWA? 
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[X] No > Continue with question H. 

[] Yes > Describe this establishment. 

 

 

 

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

 

 

Classification of discomfort/humane endpoints 
H. Pain and pain relief 

 

Will the animals experience pain during or after the procedures? 

 

[] No > Continue with question I. 

[X] Yes > Will anaesthesia, analgesiaor other pain relieving methods be used? 

 

[X] No > Justify why pain relieving methods will not be used. 

 

De intraveneuze injectie met het antilichaam of de AAC zal vanwege het doorsteken van de huid een korte lichte pijnprikkel geven maar het ongerief door het toepassen van 

een pijnbestrijdingsmethode weegt niet op tegen het te verwachten effect hiervan.                             

 

[] Yes > Indicate what relieving methods will be used and specify what measures will be taken to ensure that optimal procedures are used. 

 

 

I. Other aspects compromising the welfare of the animals 

 

Describe which other adverse effects on the animals welfare may be expected? 

 

stress door hantering, bijwerking van het antilichaam of de AAC 

 

Explain why these effects may emerge. 
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oppakken en behandelen van dieren is stressvol; de antilichaam component van het antilichaam of de AAC is gericht tegen moleculen op de oppervlakte van macrofagen en 

myeloide cellen. Deze cellen kunnen ontstekingsverschijnselen veroorzaken als ze in weefsel geactiveerd worden. Bij in vivo toepassing van de AAC zou dit in de context van 

weefsel ontsteking tot gevolg kunnen hebben ook al is dit stimulerende effect in vitro bij cellijnen niet waargenomen. 

 

Indicate which measures will be adopted to prevent occurrence or minimise severity. 

 

het aantal handelingen per dier is door de gekozen opzet tot een minimum beperkt; door middel van in vitro vooronderzoek worden AAC ontwikkeld waarvan het 

onwaarschijnlijk is dat deze tot bijwerkingen zullen leiden; als bijwerkingen zoals ontsteking waargenomen worden is dit een no go voor verdere testen van het betreffende 

AAC. 

 

J. Humane endpoints 

 

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

 

[] No > Continue with question K. 

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

 

Het dagelijkse klinische scoresysteem ziet er als volgt uit: 0 = normale muis; 1 = ruwe vacht, maar net zo actief tijdens handelingen als normale muis; 2 = ruwe vacht, (evt. 

bol/opgerold), minderactief tijdens handelingen; 3 = ruwe vacht, (bol/opgerold), moeilijkere (versnelde, buik-) ademhaling, minder actief tijdens handelingen; de dieren met 

een score 3 worden twee maal daags gescoord, dieren die in een periode van 24 uur op drie opeenvolgende waarnemingen een score 3 hebben worden geëuthanaseerd (HEP) 

4 = ruwe vacht, (evt. bol/opgerold), moeilijkere (versnelde, buik-) ademhaling, geringe reactie als de muis wordt opgepakt of gemanipuleerd. Bij score 4 wordt de muis 

geëuthanaseerd (HEP) 5 = dood gevonden. HEP: het humaan eindpunt wordt gedefinieerd als 1x een score 4 of in een periode van 24 uur op drie opeenvolgende 

waarnemingen een score 3. Muizen waar HEP op van toepassing is worden geëuthanaseerd en door middel van histopathologisch onderzoek geëvalueerd. 

 

Indicate the likely incidence. 

<2% 

 

 

K. Classification of severity of procedures 

 

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

 

injectie met AAC: licht ongerief euthanasie: licht ongerief cumulatief ongerief indien geen bijwerking optreedt (>98% van de dieren): licht ongerief Ongerief op basis van 1-

malige intraveneuze injectie en euthanasie wordt ingeschat als licht. Indien bijwerkingen optreden die leiden tot toepassing van een HEP dan wordt het ongerief matig. Op 

basis van in vitro voorstudies wordt het risico op bijwerkingen als laag ingeschat omdat bij in vitro studies de antilichamen de cellen niet activeren ( 
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End of experiment 
L. Method of killing 

 

Will the animals be killed during or after the procedures? 

 

[] No > Continue with Section 3: 'Signatures'. 

[X] Yes > Explain why it is necessary to kill the animals during or after the procedures. 

 

Om te bepalen of de toepassing van de antilichamen of AAC leidt tot ontstekingsverschijnselen in weefsels is het doden van het dier essentieel. 

 

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

 

[] No > Descripe the method of killing that will be used and provide justifications for this choice. 

 

 

 

[X] Yes 
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 Appendix 

 Description animal procedures 

 

 • This appendix should be enclosed with the project proposal for animal procedures. 

 • A different appendix 'description animal procedures' should be enclosed for each type of animal procedure. 

 • For more information, see our website www.zbo-ccd.nl. 

 • 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'. 40100 

 

1.2 Provide the name of the licenced establishment. Stichting Wageningen Research 

 

1.3 List the different types of animal procedures. 

 Use the serial numbers provided in Section 3.4.4 of the Project Proposal form. 

Serial number  

2 

Type of animal procedure  

Therapeutische effectiviteit van AAC 
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2 Description of animal procedures 
A. Experimental approach and primary outcome parameters 

 

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

 

Om te bepalen of het antibioticum-antilichaam conjugaat (AAC) in vivo kan worden toegepast om therapeutische effectiviteit tegen Coxiella burnetii (Cb) te bereiken moeten 

therapeutische effectiviteits studies verricht worden. Iedere AAC bestaat uit een combinatie van een specifiek antilichaam en een antibioticum. Het antilichaam is in staat om 

aan macrofagen en andere relevante myeloide cellen te binden waar Coxiella burnetii (Cb) zich in kan ophouden en zorgt er dus voor dat het antibioticum op de juiste plaats in 

het lichaam wordt afgeleverd. Na binding van het antilichaam wordt de AAC in zijn geheel opgenomen door de fagocyterende cel. In de cel vind een enzymatische splitsing 

plaats waardoor het antibioticum los komt van de AAC en de bacterie in de cel kan doden.  Om de therapeutische effectiviteit te kwantificeren en evalueren worden dieren 

behandeld met de ontwikkelde AAC in de eerder bepaalde veilige optimale dosis. Hiervoor wordt een challenge model gebruikt waarbij muizen geïnfecteerd worden met Cb 

voor therapeutische behandeling met een AAC.  Het challenge model dat in eerdere studies gebruikt is. Dit betreft een kort durend infectie model in muizen met een looptijd 

van 7 dagen waarbij muizen geen klinisch waarneembare symptomen hebben. Virulentie van Cb en ernst van infectie worden in dit model bepaald aan de hand van het 

gewicht van de muis, de milt van de muis en de Cb load in de milt. 

Voor de effectiviteitsstudie is de primaire uitleesparameter de log2 van de met qPCR bepaalde gemiddelde bacteriële 'genome copy number'  per gram milt zoals eerder 

beschreven door . Om op basis van gepubliceerde eigenschappen van het infectiemodel een daling van ten minste 40% in de gemiddelde bacteriële 'genome 

copy number'  per gram milt te kunnen meten (met een power van 80% en een betrouwbaarheid van 95%) als relevante maat voor effectiviteit van de AAC is een 

groepsgrootte 10 dieren per behandeling noodzakelijk. 

 

Describe the proposed animal procedures, including the nature, frequency and duration of the treatment. Provide justifications for the selected approach. 

 

Therapeutische effectiviteit: Na 7 dagen acclimatisatie worden vrouwelijke muizen van 6-8 weken leeftijd geïnfecteerd met ca 10^5 genome copies Cb in max 0,2 ml volume via 

een intraperitoneale injectie. Op 18-24 uur na infectie worden de muizen intraveneus geïnjecteerd met de vooraf bepaalde dosis AAC in max. 0.2 ml volume (bijlage 1). 

Afhankelijk van de farmacokinetiek zoals bepaald in bijlage 1 wordt de behandeling met AAC in de periode van 2-6 dagen na infectie maximaal 2 maal herhaald. Controle 

groepen (3) krijgen een intraveneuze behandeling met fysiologische zoutoplossing (1), antilichaam zonder antibioticum (2) en vrij antibioticum (3). Zeven dagen na infectie 

worden de muizen geëuthanaseerd. De muizen worden gewogen, de milt wordt verwijderd en gewogen en de load van Cb in de milt wordt bepaald als maat voor effectiviteit 

van de AAC. 

 

Describe which statistical methods have been used and which other considerations have been taken into account to minimise the number of animals. 

 

Er is gekozen voor een eindpunt studie op basis van bovenstaande redenering en statistische methoden en uitkomst gegevens in de literatuur over therapeutisch effect van 

AAC tegen Staphylococcus aureus infectie in een vergelijkbaar muizen model (Lehar 2015) en het infectiemodel van Cb in Swiss OF1 muizen (Kuley 2015).  
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Voor de effectiviteitsstudie is de primaire uitleesparameter de log2 van de met qPCR bepaalde gemiddelde bacteriële 'genome copy number'  per gram milt zoals eerder 

beschreven door Kuley et al. 2015. Om op basis van gepubliceerde eigenschappen van het infectiemodel een daling van ten minste 40% in de gemiddelde bacteriële 'genome 

copy number'  per gram milt te kunnen meten (met een power van 80% en een betrouwbaarheid van 95%) als relevante maat voor effectiviteit van de AAC is een 

groepsgrootte 10 dieren per behandeling noodzakelijk. 

 

 

Lehar SM, Pillow T, Xu M, Staben L, Kajihara KK, Vandlen R, DePalatis L, Raab H, Hazenbos WL, Morisaki JH, Kim J, Park S, Darwish M, Lee BC, Hernandez H, Loyet KM, Lupardus 

P, Fong R, Yan D, Chalouni C, Luis E, Khalfin Y, Plise E, Cheong J, Lyssikatos JP, Strandh M, Koefoed K, Andersen PS, Flygare JA, Wah Tan M, Brown EJ, Mariathasan S. Novel 

antibody-antibiotic conjugate eliminates intracellular S. aureus. Nature. 2015 Nov 19;527(7578):323-8. doi: 10.1038/nature16057.  

 

 

  

 

 

B. The animals 

 

Specify the species, origin, estimated numbers, and life stages. Provide justifications for these choices. 

 

De studies worden uitgevoerd met 6-8 weken oude vrouwelijke muizen (Specific Pathogen Free female Swiss OF1 stam) van erkend fokbedrijf. Dit is de muizenstam, geslacht 

en leeftijd zoals die ook gebruikt wordt voor eerder beschreven Cb challenge model en de voorafgaande farmacokinetiek studie (zie bijlage 1). Het gebruik van hetzelfde model 

is belangrijk om de resultaten zo betrouwbaar mogelijk te maken en vergelijkbaar met eerder onderzoek voor wat betreft het Cb challenge model. 

  

Voor 1 effectiviteitsexperiment worden maximaal 10 muizen per challenge groep gebruikt en 4 groepen: controle (behandeld met fysiologisch zout oplossing); alleen 1 malig 

antilichaam; alleen 1 malig antibioticum en 1 malig AAC. = totaal 40 dieren 

 

De effectiviteit van de AAC wordt getest tegen de referentiestam NineMile, en 2 gekarakteriseerde veldisolaten (geit en rund). De geitenstam die getest wordt betreft de stam 

van de Nederlandse Q-koorts uitbraak en is dus zeer relevant voor de verdere translatie van de AAC naar een medicijn voor de chronische Q koorts patienten. 

 

In totaal zullen maximaal 5 AAC worden ontwikkeld die gericht zijn tegen verschillende moleculen die op de oppervlakte van macrofagen aanwezig zijn. Aan deze antilichamen 

wordt een antibioticum gekoppeld dat werkzaam is tegen Cb (bijvoorbeeld rifamycine of derivaten daarvan). 

 

Dat betekent dat maximaal (40)*(3)*(5) = 600 muizen gebruikt zullen worden.  
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C. Re-use 

 

Will the animals be re-used? 

 

[X] No, continue with question D. 

[] Yes > Explain why re-use is considered acceptable for this animal procedure. 

 

 

 

Are the previous or proposed animal procedures classified as 'severe'? 

 

[] No 

[] Yes > Provide specific justifications for the re-use of these animals during the procedures. 

 

 

 

D. Replacement, reduction, refinement 

 

Describe how the principles of replacement, reduction and refinement were included in the research strategy, e.g. the selection of the animals, the design of the procedures 

and the number of animals. 

 

Vervanging: effectiviteit kan alleen uitgevoerd worden in het levende dier. Te testen AAC kandidaten gaat door een uitgebreide in vitro voorscreening en een in vivo 

veiligheidsstudie (zie bijlage 1) zodat alleen AAC kandidaten die zonder bijwerkingen specifiek de beoogde doelcellen herkennen en op de juiste wijze het antibioticum in de cel 

afgeven en Cb afdoden ook daadwerkelijk in Cb geïnfecteerde dieren getest worden Vermindering: op basis van behaalde resultaten in technisch vergelijkbare studies wordt 

het minimaal aantal dieren gebruikt waarbij een betrouwbaar resultaat te behalen is. Verfijning: het gekozen muizen model leidt niet tot klinische symptomen bij de muizen in 

tegenstelling tot andere Cb infectiemodellen terwijl op basis van milt gewicht en Cb load in de milt een goede indicatie van effectiviteit gemeten kan worden. 

 

Explain what measures will be taken to minimise 1) animal suffering, pain or fear and 2) adverse effects on the environment. 

 

Het gekozen muizen model leidt niet tot klinische symptomen bij de muizen in tegenstelling tot andere Cb infectiemodellen terwijl op basis van milt gewicht en Cb load in de 

milt een goede indicatie van effectiviteit gemeten kan worden. Dieren worden gehouden in groepen en kooiverrijking wordt toegepast. 

Repetition and Duplication 
E. Repetition 
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Explain what measures have been taken to ensure that the proposed procedures have not already been performed. If applicable, explain why repetition is required. 

 

De AAC tegen Cb die ontwikkeld worden zijn voor zover ons bekent uniek en niet eerder beschreven 

Accommodation and care 
F. Accommodation and care 

 

Is the housing and care of the animals used in experimental procedures not in accordance with Annex III of the Directive 2010/63/EU? 

 

[X] No 

[] Yes > If this may adversely affect animal welfare, describe how the animals will be housed and provide specific justifications for these choices. 

 

 

G. Location where the animals procedures are performed 

 

Will the animal procedures be carried out in an establishment that is not licenced by the NVWA? 

 

[X] No > Continue with question H. 

[] Yes > Describe this establishment. 

 

 

 

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

 

 

Classification of discomfort/humane endpoints 
H. Pain and pain relief 

 

Will the animals experience pain during or after the procedures? 

 

[] No > Continue with question I. 

[X] Yes > Will anaesthesia, analgesiaor other pain relieving methods be used? 

 

[X] No > Justify why pain relieving methods will not be used. 
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De ip injectie met het infectie inoculum en de iv injectie met de AAC zal vanwege het doorsteken van de huid een korte lichte pijnprikkel geven maar het ongerief door het 

toepassen van een pijnbestrijdingsmethode weegt niet op tegen het te verwachten effect hiervan.                                  

 

 

[] Yes > Indicate what relieving methods will be used and specify what measures will be taken to ensure that optimal procedures are used. 

 

 

I. Other aspects compromising the welfare of the animals 

 

Describe which other adverse effects on the animals welfare may be expected? 

 

stress door hantering, infectie met Cb 

 

Explain why these effects may emerge. 

 

oppakken en behandelen van dieren is stressvol; intra peritoneale injectie met virulente Cb kan mogelijk in uitzonderlijke gevallen tot ontsteking van de buikholte leiden 

 

Indicate which measures will be adopted to prevent occurrence or minimise severity. 

 

het aantal handelingen per dier is door de gekozen methode tot een minimum beperkt, er wordt een muizen model gebruikt waar het ontstaan van klinische symptomen 

uitzonderlijk is, door toepassing van humane eindpunten wordt ernstig ongerief voorkomen 

 

J. Humane endpoints 

 

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

 

[] No > Continue with question K. 

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

 

Het dagelijkse klinische scoresysteem ziet er als volgt uit: 0 = normale muis; 1 = ruwe vacht, maar net zo actief tijdens handelingen als normale muis; 2 = ruwe vacht, (evt. 

bol/opgerold), minderactief tijdens handelingen; 3 = ruwe vacht, (bol/opgerold), moeilijkere (versnelde, buik-) ademhaling, minder actief tijdens handelingen; de dieren met 

een score 3 worden twee maal daags gescoord, dieren die in een periode van 24 uur op drie opeenvolgende waarnemingen een score 3 hebben worden geëuthanaseerd (HEP) 

4 = ruwe vacht, (evt. bol/opgerold), moeilijkere (versnelde, buik-) ademhaling, geringe reactie als de muis wordt opgepakt of gemanipuleerd. Bij score 4 wordt de muis 

geëuthanaseerd (HEP) 5 = dood gevonden. HEP: het humaan eindpunt wordt gedefinieerd als 1x een score 4 of in een periode van 24 uur op drie opeenvolgende 

waarnemingen een score 3. 
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Indicate the likely incidence. 

<2% 

 

 

K. Classification of severity of procedures 

 

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

 

Het ongerief is gelijk voor alle dieren: injectie met fysiologisch zout, antilichaam, antibioticum of AAC: licht ongerief injectie met Cb: licht ongerief infectie met Cb: licht ongerief 

euthanasie: licht ongerief Het cumulatief ongerief van de diverse handelingen in het beperkte tijdspad van 7 dagen wordt ingeschat als matig ongerief 

End of experiment 
L. Method of killing 

 

Will the animals be killed during or after the procedures? 

 

[] No > Continue with Section 3: 'Signatures'. 

[X] Yes > Explain why it is necessary to kill the animals during or after the procedures. 

 

Om te bepalen of de toepassing van de AAC leidt tot therapeutisch effectieve afdoding van Cb in weefsels is het doden van het dier essentieel. 

 

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

 

[] No > Descripe the method of killing that will be used and provide justifications for this choice. 

 

 

 

[X] Yes 
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Datum 
Betreft 

Geacht 

Gjuni 2017 
Beslissing aanvraag projectvergunning Dierproeven 

Op 10 maart 2017 hebben wij uw aanvraag voor een projectvergunning 
dierproeven ontvangen. Het gaat om uw project "Antilichaam-antibioticum 
conjugaat therapie tegen Q-koorts" met aanvraagnummer 
AVD401002017895. Wij hebben uw aanvraag beoordeeld. 

Op 31 mei 2017 heeft u uw aanvraag aangevuld. Dit betrof het percentage 
van de dieren die de criteria van humane eindpunten zullen halen. 

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 "Antilichaam-antibioticum conjugaat therapie tegen 
Q-koorts'1 starten. De vergunning wordt afgegeven van 1 juli 2017 tot en met 
1 juni 2019. 

Overige wettelijke bepalingen blijven van kracht. 

Procedure 
Wij hebben advies gevraagd bij de Dierexperimentencommissie DEC-WUR. Dit 
advies is opgesteld op 9 mei 2017. Bij de beoordeling van uw aanvraag is dit 
advies betrokken overeenkomstig artikel 10a, lid 3 van de wet. Wij hebben de 
DEC om aanvullende informatie gevraagd. Op 29 mei 2017 heeft de DEC 

Centrale Commissie 
Dierproeven 
Postbus 20401 
2500 EK Den Haag 
centralecommlssledlerproeven.nl 
0900 28 000 28 (10 éttmln) 
lnfo@zbo-ccd.nl 

Onze referentie 

Aanvraagnummer 
AVD401002017895 

Bijlagen 

1 
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gereageerd op onze vragen. Dit betrof het aantal dieren waarop de ethische 
afweging Is gebaseerd. 
Wij kunnen ons vinden in de inhoud van het advies van de 
Dlerexperimentencommissie. Dit advies van de commissie nemen wij over, 
Inclusief de daaraan ten grom~slag 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 vrage11 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.centralecommissiedierproeven.nl. Of neem 
telefonisch contact met ons op: 0900 28 000 28 (10 ct/minuut). 

Centrale Commissie Dierproeven 

Bijlagen: 
- Vergunning 

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

Datum: 
6 juni 2017 
Aanvraagnummer: 
AVD401002017B95 
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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 Wageningen Research 

Adres: Postbus 59 

Postcode en plaats: 6700 AB WAGENINGEN 

Deelnemersnummer: 40100 

deze projectvergunning voor het tijdvak 1 juli 2017 tot en met 1 juni 2019, voor het project 
"Antilichaam-antibioticum conjugaat therapie tegen Q-koorts" met aanvraagnummer AVD401002017895, 
volgens advles van Dierexperimentencommissie DEC-WUR. Er worden aanvullende algemene 
voorwaarde(n) gesteld. 
De functie van de verantwoordelijk onderzoeker is . 
De aanvraag omvat de volgende bescheiden: 

1 een aanvraagformulier projectvergunning dierproeven, ontvangen op 10 maart 2017 
2 de bij het aanvraagformulier behorende bijlagen: 
a Projectvoorstel, zoals ontvangen per digitale indiening op 9 mei 2017; 
b Niet-technische Samenvatting van het project, zoals ontvangen per digitale indiening op 9 mei 2017; 
c Advies van dierexperimentencommissie d.d. 9 mei 2017, ontvangen op 9 mei 2017. 
d De aanvullingen op uw aanvraag, ontvangen op 31 mei 2017 

Naam proef Diersoort/ Stam Aantal Ernst Opmerkingen 
dieren 

3.4.4.1 Veiligheid en farmacakinetiek van AAC 

Muizen (Mus musculus) I 225 
Swiss OF1 3% 

Matig 
97% 
Licht 

3.4.4.2 Therapeutische effectiviteit van AAC 

Muizen (Mus musculus) I 600 
Swiss OF1 Matig 

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 golno 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 mlddel van een dierproef, of door middel van een dierproef waarbij minder dieren kunnen 
worden gebruikt of mlnder 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 vergunningsperlede 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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Centrale Commissie Dierproeven 

Aanvraagnummer: 
AVD401002017895 

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 lOaS de wijziging eerst voorgelegd worden 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 var.1 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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Aanvraagnummer: 
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kunnen lijden als de verdoving eenmaal Is uitgewerkt, moeten preventlef en postoperatief behandeld 
worden met pijnstillers of andere geschikte pljnbestrijdingsmethoden, 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 
dlerenlijnen, 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. E~n 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 
gezond heldsteestand. . 
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 
min 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 dierhouderljsysteem, 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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