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1 Verantwoording

Aanvraag dierproef DEC-UM
Titel: Biocompatibility of gold microspheres in injectable bone cement

1. Doel van de proef.

Osteoporose wordt gekarakteriseerd door een vermindering in botmassa en verstoring van de bot-
architectuur. Eén van de gevolgen hiervan is een verhoogd risico op fracturen, onder andere van
wervelfracturen. ' Deze wervelfracturen zijn een belangrijk sociaal en economisch probleem in de
westerse landen met $440 miljoen aan directe kosten in Europa alleen. ' Een effectieve en
minimaal invasieve behandelmethode van deze wervelfracturen is het injecteren van een medicinaal
cement in de fractuur om pijnverlichting en stabilisering van de fracturen te bewerkstelli gen,
vertebroplastiek genaamd.>*

Een belangrijke eigenschap van deze “injectable bone cements” (IBC’s) voor deze toepassing is
onder andere een goede visualisatie bij réntgencontrole.® Om dit te bereiken wordt er over het
algemeen een contrastmedium als BaSOy gebruikt. Het toevoegen van deze typen anorganische
contrastmedia aan het cement zorgt echter wel voor een verandering van de mechanische
kenmerken van het cement. Nadelen van het toevoegen van dit contrastmiddel zijn onder andere een
verandering in de viscositeit van het materiaal en een veranderde immuunreactie op het IBC.>’

In het verleden zijn er al veel in vivo en in vitro onderzoeken gedaan naar het gebruik van gouden
nanopartikels als contrastmiddel bij onder andere de diagnostiek en behandeling van kanker. 3’
Onze hypothese is dat deze gouden nanopartikels ook gebruikt kunnen worden als contrastmiddel
toegevoegd aan een botcement gebruikt voor vertebroplastiek. Derhalve zijn er door de

van de Universiteit Maastricht gouden microspheres ontwikkeld, gouden
nanopartikels gecoat in het veel gebruikte PMMA cement, als contrastmiddel voor onder andere
deze toepassing. Zodoende willen wij een studie doen naar biocompatibiliteit van deze gouden
microspheres onder andere in combinatie met het botcement om toe te werken naar een klinische
toepassing.
Invivo studie naar biocompatibiliteit van botcement met gouden microspheres na 7 en 30 dagen en
daarmee ernstige weefselreacties op het combinatiepreparaat uitsluiten.

2. Maatschappelijke relevantie en/of wetenschappelijk belang

Fracturen gerelateerd aan osteoporose zijn een groot gezondheidsprobleem binnen de ouder
wordende populatie, €én op de twee vrouwen en één op de vijf mannen boven de vijftig krijgt er op
enig moment in zijn leven mee te maken. Dit resulteert in een aantal van 9 miljoen fracturen direct
gerelateerd aan osteoporose per jaar waarvan ongeveer de helft optreedt in de westerse wereld. Van
deze fractulr;an zijn de wervelfracturen de meest voorkomende in de leeftijdscategorie tussen de 50
en 79 jaar.”

De momenteel meest gangbare behandeling van deze wervelfracturen betreft een vertebroplastiek,
bij deze behandeling wordt vloeibaar cement in de fractuur geinjecteerd, welk moet leiden tot een
verlichting van pijnklachten en het voorkomen van uitbreiding van de fractuur. '*'* De typen
cement die gebruikt worden voor deze behandeling zijn echter niet specifiek ontwikkeld voor deze
toepassing. Het betreft cement reeds gebruikt bij heup- en knie-operaties en heeft niet de specifieke
eigenschappen welke nodig zijn voor een goede behandeling van wervelfracturen. Een van de
belangrijkste eigenschappen die een cement nodig heeft voor gebruik bij een vertebroplastiek is een
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goed contrast bij rontgendoorlichting. > De huidige contrastmiddelen welke toegevoegd worden
aan het cement (voornamelijk BaSOy ) zorgen voor een dusdanige verandering van de mechanische
kenmerken van het materiaal, dat er niet meer gesproken kan worden van een ideaal cement voor
vertebroplastiek.”

Het is dus belangrijk om te zoeken naar nieuwe materialen en nieuwe contrastmiddelen om een
optimale behandeling van osteoporotische wervelfracturen te bewerkstelligen. Op dit moment is er
nog niets bekend over het gebruik van gouden nanopartikels als contrastmiddel bij een
vertebroplastiek. er is in de literatuur al veel bekend over het gebruik van dit materiaal in onder
andere de diagnostiek en behandeling van kanker en bij behandeling van andere aandoeningen. ®°'*
Onze eigen in vitro onderzoeken met deze nanopartikels laten zien dat deze geen negatieve effecten
hebben op de mechanische eigenschappen van het cement en daarmee dus potentieel een goed
alternatief zijn voor de huidige contrastmiddelen. Wij verwachten mede gezien de reeds bekende
resultaten met dit materiaal, dat dit mogelijk kan leiden tot een verbetering in de behandeling van
osteoporotische wervelfracturen. Gezien de huidige trend naar vergrijzing en de sociale en
economische gevolgen van osteoporose in de samenleving vinden wij dit onderzoek van groot
maatschappelijk en wetenschappelijk belang voor een steeds groter wordende groep patiénten.

3. Alternatieven

De reactie van levend weefsel op een vreemd materiaal is een dynamisch proces waarbij tal van
cellen, inflammatoire reacties en mechanische factoren betrokken zijn. Het voorspellen van de
reactie op het materiaal aan de hand van in vitro onderzoek is dan ook niet mogelijk. Proefdieren
daarentegen verschaffen wel dit dynamische proces in vivo. Aangezien de combinatie van deze
stoffen nog niet bekend is binnen de moderne geneeskunde, is het nog niet mogelijk om dit
onderzoek op patiénten uit te voeren. Daarnaast is het bij patiénten niet mogelijk om het materiaal na
de gestelde follow-up weer te verwijderen voor verdere weefselanalyses, dit zou immers
verwijdering van de geinjecteerde wervel betekenen, iets dat medisch en ethisch niet mogelijk is.

4. Ethische afweging

Zoals bij maatschappelijke relevantie reeds is aangegeven is dit onderzoek mogelijk een stap in de
richting naar een meer optimale behandeling van osteoporotische wervelfracturen. Dit zou grote
voordelen kunnen hebben voor een groeiende groep patiénten. Vanwege de eigenschappen van dit
combinatiepreparaat, betere injecteerbaarheid en betere controle over het te injecteren materiaal en
een behoud van de belangrijke mechanische eigenschappen van het oorspronkelijke cement, bestaat
de mogelijkheid om deze groep patiénten beter te behandelen met minder complicaties dan tot nu toe
gedaan kon worden.

Indien deze combinatie tussen gouden microspheres en het reeds bekende cement in vivo goed
verdragen wordt, kan dit een opmaat zijn voor verdere onderzoeken naar een beter toegespitste
behandeling van osteoporotische wervelfracturen.

Voor de proefdieren betekent dit dat de te gebruiken materialen afzonderlijk en als
combinatiepreparaat subcutaan in de flank van het dier geplaatst worden. De mate van ongerief is
voor deze dieren hierdoor, in combinatie met pijnstilling, als matig/ernstig te beschouwen. Na de
operatie, in het begin van het experiment, zijn er geen verdere ingrepen meer. Op het einde van het
experiment, direct na euthanasie wordt macroscopische weefselreactie (infectie, ontsteking)




gescoord en wordt weefsel afgenomen voor histologische evaluatie. Tijdens het experiment blijven
dieren voor zover mogelijk in groep en in standaard huisvesting, met aangepaste kooiverrijking en
bedding. Humane eindpunten worden gerespecteerd.

Wij zijn van mening dat we op deze manier zoveel mogelijk recht doen aan de intrinsieke waarde
van de proefdieren en het ongerief zo veel als mogelijk beperken. Concluderend vinden wij dan ook
dat het voordeel uit deze proef opweegt tegen de mate van ongerief voor de proefdieren.




4 Wetenschap

5. Wetenschappelijke onderbouwing

Zie ook “1. Doel van de proef™ en “2. Maatschappelijke relevantie en/of wetenschappelijk belang .
Osteoporose en dan met name de fracturen gerelateerd aan osteoporose zijn een belangrijk
gezondheisprobleem in de ouder wordende populatie. In het bijzonder vrouwen boven de vijftig
lopen een grote kans om ooit in hun leven een fractuur ten gevolge van osteoporose op te lopen. Met
een prevalentie van 12% in de populatie tussen de 50 en 79 jaar is een osteoporotische
wervelfractuur de meest voorkomende complicatie van osteoporose. '’ De gevolgen van deze
wervelfracturen zijn met name pijn ter hoogte van de fractuur, lengteverlies, instabiliteit van de
wervelkolom en kyfose. Deze kunnen uiteindelijk resulteren in een vermindering van de kwaliteit
van leven mits niet goed behandeld. '*

Indien conservatieve behandeling van deze fracturen faalt, kan er gekozen worden voor een meer
invasieve behandeling. Vertebroplastiek met kyphoplastiek is hiervoor ontwikkeld. De techniek
bestaat uit het cre€ren van hoogte in de wervel door middel van het opblazen van een ballon om
vervolgens cement in de gecreérde ruimte te spuiten. '*'° De momenteel gebruikte cementen voor
deze toepassingen bestaan vooral uit acrylaten (bijvoorbeeld PMMA) en zijn oorspronkelijk bedoeld
voor het fixeren van prothesen in een bot.

De eigenschappen welke een cement nodig heeft bij gebruik voor een vertebroplastiek komen echter
niet overeen met de eigenschappen welke nodig zijn bij bijvoorbeeld een heupprothese. Een van de
complicaties welke kan ontstaan bij een vertebroplastiek is lekkage van het materiaal in het spinale
kanaal of in de bloedsomloop. Derhalve is een goede radiologische controle tijdens het inspuiten
noodzakelijk om deze complicaties te voorkomen. *'* Om het cement goed te kunnen visualiseren bij
doorlichting, dient er dus een contrastmiddel toegevoegd te worden aan het cement.

Het meest gebruikte is BaSOy, een anorganisch contrastmiddel, soms toegevoegd in concentraties tot
wel 30% van het hele combinatiepreparaat. > Een groot nadeel van het toevoegen van deze
contrastmiddelen is dat het de mechanische eigenschappen van het cement verandert. Bij hoge
concentraties BaSO4 resulteert dit in een verminderde kracht van de gerepareerde fracturen, een
veranderde viscositeit van het materiaal en een veranderde immuunrespons op het materiaal. >'> Het
is dus belangrijk om een cement of contrastmiddel te ontwikkelen, waarbij goede visualisatie
middels rontgenfoto’s bereikt kan worden zonder dat daarvoor buitensporig grote hoeveelheden
anorganisch contrastmiddel nodig is.

Het gebruik van gouden nanopartikels als contrastmiddel zou een zeer goed alternatief kunnen zijn
voor de huidige anorganische contrastmiddelen. Goud wordt al jaren gebruikt in verschillende
medische toepassin%en, onder andere als dentale prothese of in de behandeling van ziekten als
reumatoide artritis. '° Met de introductie van gouden nanopartikels zijn daar nog veel meer
potentiele toepassingen voor goud binnen de geneeskunde bijgekomen. Momenteel wordt er veel
onderzoek gedaan naar het gebruik van deze nanopartikels binnen de diagnostiek en behandeling van
kanker. Binnen deze tak van de geneeskunde wordt goud gezien als een mogelijk nieuw
contrastmiddel, aangezien het in vergelijking met de reeds gebruikte contrastmiddelen een veel beter
contrast kan geven bij lagere concentraties. *'®!” Eerder in vivo onderzoek met gouden nanopartikels
liet daarbij ook zien dat bij lage concentraties de nanopartikels veilig te gebruiken zijn, zonder
negatieve reacties in de dieren. Bij hogere concentraties wordt er wel een trend gezien in




gewichtsverlies bij de dieren maar geen duidelijke cytotoxiteit. *'* Wij denken dan ook dat het
gebruik van goud als contrastmiddel in de bovengenoemde botcementen een beter resultaat geeft van
de uiteindelijke vertebroplastiek dan de huidige middelen. Doordat er minder contrastmiddel nodig
is om hetzelfde resultaat te bereiken, denken wij dat er minder negatieve effecten op de
materiaalkwaliteit op zullen treden. Om cytotoxiteit verder te voorkomen heeft de afdeling

. op de Universiteit Maastricht zogenaamde gouden microspheres ontwikkeld. Dit zijn
gouden nanopartikels met een PMMA coating. Hierdoor moet het vrijkomen van het goud uit het
uiteindelijke cement voorkomen worden. Omdat de coating van PMMA is, vindt er ook betere
binding plaats tussen het contrastmiddel en het uiteindelijke cement, welke de
materiaaleigenschappen ten goede komt.

Voordat we kunnen kijken naar verdere klinische toepassingen van dit combinatiepreparaat, zullen
we eerst uit moeten sluiten dat deze materialen en met name het combinatiepreparaat leiden tot
ernstige afweerreacties. Derhalve willen wij conform de procedures uit een eerder protocol (DEC-
2011-098) de in vivo biocompatibiliteit van deze stoffen afzonderlijk en als combinatiepreparaat
evalueren. Hiervoor willen wij dus 4 diergroepen gebruiken waarin we de verschillende
componenten willen vergelijken:

Ten eerste willen wij uitsluiten dat de Au-spheres (gouden microspheres) zelf leiden tot een ernstige
foreign body reaction in de raten en of de toevoeging van goud leidt tot voldoende contrast. Deze
Au-microspheres willen wij vergelijken met de controle-spheres (PMMA -spheres). Vervolgens
willen wij hetzelfde doen bij het combinatiepreparaat, waarbij we schijfjes van het eindproduct
(PMMA met AU-spheres) vergelijken met schijfjes van het controlecement (PMMA met BaSO,).
Dit geeft ons dan uiteindelijk 2 experimenten met elk 2 groepen:

1. Au-spheres vs. controle-spheres en
2. Goud-cement vs. controle-cement

De Au-spheres zijn ontwikkeld aan de hand van resultaten uit het in vitro onderzoek. Het goud-
cement bestaat uit een mengsel van de PMMA-spheres, Au-spheres en PMMA welke na het mengen
gedroogd zijn en verwerkt tot schijfjes met een dikte van 2 mm. Het controle-cement bestaat uit het
comercieel beschikbare PMMA met BaSOs, ook verwerkt in schijfjes van dezelfde grootte. Om
later de mate van contrast te kunnen vergelijken tussen de groepen, zullen wij bij experiment 1 bij
elke rat aan de linker zijde de Au-spheres implanteren en aan de rechter zijde de controle-spheres.
Bij experiment zal dit op dezelfde wijze gebeuren met het Goud-cement en het controlecement. De
tijdsduur waarop we de materialen willen evalueren zal, conform DEC 2011-098, 7 en 30 dagen
bedragen.

6. Wetenschappelijke beoordeling

Dit project is peer-reviewed doorde |, gezien diens uitgebreide ervaring met en onderzoek
naar biomaterialen en hun biocompatibiliteit. Zij beoordelen deze aanvraag als een wetenschappelijk
valide en maatschappelijk relevante vraag. De voorgestelde experimenten voor het beantwoorden
van deze vraag worden beoordeeld als adequaat en ter zake doende. De wetenschappelijke
onderbouwing bestrijkt in voldoende mate de huidige probleemstelling en de voorgestelde
experimenten voorzien in het mogelijk vinden van een antwoord. Het gehele project wordt derhalve
als positief beoordeeld.




6 Proefdier

7. Proefdier keuze

7a. Soort, stam/herkomst/eindbestemming

Wistar ratten, 250-300 gram, herkomst geregistreerde fok, zullen gebruikt worden. Deze
proefdieren hebben onder andere voldoende huidoppervlakte op hun rug om per rat het materiaal in
twee subcutane pockets in de flank te implanteren. De dieren worden na het experiment
ge€uthanaseerd.

7b. Sekse
De sekse is niet van belang

7c. Aantallen (Volgens de formule van L. Sachs, o = 0.05, power = 0.80 ( = 0.20))
EXPERIMENT 1. Uitkomstmaat foreign body reaction met spreiding van 14% en effect 20% geeft
n=15,7*(14/20)*2=7,63. Het totaal aantal benodigde metingen per groep komt dan op 7,63=8,
Aangezien we bij elk dier zowel het experimentele materiaal als het controlemateriaal implanteren
komen we voor dit experiment uit op 8 dieren per tijdspunt. Bij twee tijdspunten betekent dit dat er
in totaal 8 dieren x 2 tijdspunten = 16 dieren nodig zijn

EXPERIMENT 2: Bij experiment 2 geldt dezelfde uitkomstmaat en berekening waardoor we voor
experiment 2 ook uitkomen op 8 dieren per tijdspunt, met in totaal 8 dieren x 2 tijdspunten = 16

dieren.

In TOTAAL hebben we voor beide experimenten samen 16 dieren + 16 dieren = 32 dieren nodig




7 Dierproef

8. Experiment

Deze proef bestaat uit het subcutaan plaatsen van de materialen (SOP 1). Zoals al eerder genoemd
willen we de reactie van het weefsel op het materiaal scoren en ernstige negatieve reacties
uitsluiten. Dit willen wij doen op 7 en 30 dagen. Deze twee tijdstippen zijn nodig om de acute
ontstekingsreactie en weefselrespons te bekijken en chronische ontsteking te beoordelen. Op beide
tijdspunten wordt een deel van de dieren geofferd voor macroscopische controle van de ontsteking
gevolgd door explantatie van de materialen en omliggend weefsel voor histologische en
immunohistochemische analyse. Vanwege de explantatie van het materiaal met uitnemen van het
omliggende weefsel is het dus niet mogelijk om beide tijdspunten in 1 dier te meten.

Na euthanasie worden op beide tijdspunten ontstekingsreacties en mogelijke infecties
macroscopisch bekeken en wordt weefsel afgenomen voor histologie (SOP3). Bij elk experiment
zal daarnaast 1 dier per groep na euthanasie gebruikt worden voor radiologische controle van het
contrastmateriaal.

EXPERIMENT ]

Tijdsschema

Dag 0: subcutane plaatsing microspheres (16 dieren)

Dag 7: offeren eerste 8 dieren waarvan 1 dier ingevroren wordt voor contrastopnamen
Dag 30: offeren laatste 8 dieren waarvan 1 dier ingevroren wordt voor contrastopnamen
EXPERIMENT 2

Tijdsschema

Dag 0: subcutane plaatsing cement (16 dieren)

Dag 7: offeren eerste 8 dieren, waarvan 1 dier ingevroren wordt voor contrastopnamen
Dag 30: offeren laatste 8 dieren waarvan 1 dier ingevroren wordt voor contrastopnamen

9. Experimentele condities

9a. Anesthesie

isoflurane/02: 3-4% inductie en 2,5% voor handhaven van narcose. De ogen worden beschermd
met oogzalf (VitA, terramycine of chloramphenicol oogzalf, athankelijk van beschikbaarheid).

9b. Pijnbestrijding

Pre-operatief wordt buprenorphine 0.01-0,05 mg/kg s.c. toegediend (werkingsduur £12 uur). Aan
het einde van de dag (na 8-12 uur) en de volgende dag (elke 8-12 uur) wordt de injectie van
buprenorphine herhaald.

Indien de proefdieren de dag na de laatste dosis nog tekenen van pijn vertonen, wordt nog één dag
buprenorphine gegeven. Indien de volgende dag nog steeds duidelijk pijn wordt het dier
geéuthanaseerd. Indien de pijn meer dan twee dagen na de operatie begint dan wordt pijnstilling
gegeven. Bij onvoldoende resultaat en/of bereiken van humane eindpunten wordt het dier
geéuthanaseerd. Humane eindpunten voor postoperatieve pijn na abdominale chirurgie worden
gedefinieerd a.h.v. Roughan en Flecknell'®:

Trekkingen: voorbijgaande, willekeurige spierspasmen. Vooral voorkomend wanneer proefdieren
slapen (of minstens ogen dicht hebben) of wanneer de proefdieren ineengedoken zitten.

Rug krommen: katachtig strek gedrag, frequent samenhangend met rond wandelen of draaien.
Wankelen/vallen: vooral wanneer dier probeert de omgeving te verkennen. Een ongewoon snelle
overgang naar ineengedoken zitten.

In elkaar krimpen: spieraanspanning waardoor een concave abdominale flank te zien is. Komt
meestal voor samen met wandelen en direct voor of na krommen van de rug.




9¢. Euthanasie en Humane eindpunten

De ratten worden aan het eind van het experiment geuthanaseerd middels CO,/O5 op te voeren tot
100% CO,. Vervolgens worden op het kadaver de nodige handelingen uitgevoerd.

Humane eindpunten worden bereikt bij langer dan twee dagen postoperatief ernstig ongerief, meer
dan 20% verlies van lichaamsgewicht, een ernstig ontstoken operatiewond en andere aandoenin gen
waarbij ernstig ongerief bestaat. De eerste week na de operatie worden de proefdieren elke dag
gewogen, daarna elke week. Sowieso worden bij wondinfectie en andere ziektebeelden bij ernstig
ongerief de dierenarts geconsulteerd




Zorg

10a. Ongerief
De mate van ongerief is matig/ernstig tijdens de eerste twee dagen na de operatie. Na deze

periode is in onze ervaring dat de proefdieren nauwelijks enig significant ongerief hebben van
de operatie. Verder worden er tot het einde van de proef geen handelingen uitgevoerd op de
proefdieren. In het geval van het bereiken van humane eindpunten wordt in overleg met de
proefdierdeskundige beslist over euthanasie.

EXPERIMENT 1+2:

Aard ‘ . Duur|  Frequentie Ernst

Preoperatieve Injectie 2 min 1 02
(pijnbestrijding)

Operatie (plaatsen materiaal 15 min 1 04
onder narcose)

Bijkomen uit anesthesie 15 min 1 04

Postoperatief ongemak (max. 48h 1 04
48h)

Postoperatieve pijnbestrijding 2 min 3 02
(injectie)

Euthanasie middels CO, 15 min 1 02

10b. Welzijnsevaluatie

In het verleden hebben wij al ervaring opgedaan met het subcutaan (DECnr: 2010-157 en
2011-098) plaatsen van materialen. De toen ervaren mate van ongerief was mati g/ernstig en
steeds aanwezig tot niet langer dan 1 dag postoperatief.

11. Verzorging en huisvesting
De ratten kunnen in groep worden gehuisvest onder standaardomstandigheden in het CPV:

bedding, kooiverrijking, voedsel en vocht ad lib. De proefdieren worden dagelijks door VO
bezocht in de week na de ingrepen. Daarna zullen de proefdieren regelmatig (minimaal 1x per
week) worden bezocht. Bij calamiteiten wordt de VO gewaarschuwd. De ingrepen vinden
plaats in het CPV.

12. Deskundigheid
Zowel VO als VVO zijn art.9 bevoegd en hebben reeds uitgebreide ervaring met chirurgische

ingrepen in ratten. In het bijzonder geldt hierbij de expertise opgedaan in voorgaande DEC
protocollen (2009-104, 2007-185 en 2010-157) en het feit dat beiden als chirurgisch assistent
dan wel chirurg werkzaam zijn.

13. Standard Operation Procedures (SOP)
Zie bijlage.
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Bijlage 1 SOP




SOP 1 - subcutane plaatsing van de materialen
Materialen:

Gasanesthesieapparaat

Experimentele materialen

Scheerapparaat

Jodiumoplossing 2%

0.9% NaCl, steriel

Operatiekleding en steriele afdekdoeken

Steriele gazen

Steriele scalpel nr. 10

Steriele bladen nr. 10 en 11

Steriele operatie schaartjes

Steriele wondhaakjes

Hechtdraad en naald

Vycril 4 -0

Steriele naaldvoerder
Procedure
Buprenorfine injectie. De rat wordt onder anesthesie gebracht mbv gasanesthesie, de ogen
behandeld met oogzalf, de rug geschoren en de huid gedesinfecteerd met een 2%
jodiumoplossing. Het dier wordt op een verwarmd matje gelegd en bedekt met afdekdoeken,
behalve de rug. Er wordt een incisie van 2cm gemaakt op de rug van het dier en 2 subcutane
pockets (1 op de linker flank en 1 op de rechter flank) worden gemaakt. De materialen worden
in de pockets ingebracht op ongeveer 2 cm van de incisie. De huid wordt intracutaan gesloten.

SOP 2 — euthanasie (1)
Materialen

Scalpel nr. 10

Blad nr. 10

CO; installatie van het CPV

Scharen

Flesjes met formaldehyde
Procedure
De rat raakt eerst buiten bewustzijn door een bevochtigd mengsel van CO,/O; (6:4) tot
bewusteloosheid en sterft daarna door inhalatie van 100% CO,. Het oogsten van het materiaal
en omliggende weefsel wordt niet gedaan onder steriele omstandigheden. Het materiaal wordt
gelokaliseerd en eerst wordt macroscopisch gestoord op inflammatie en infectie. Vervolgens
wordt het materiaal met 10 mm van omringend weefsel geéxplanteerd. De weefsels worden
vervolgens in een flesje met formaldehyde opgeslagen.

SOP 3 — euthanasie (2)
Materialen

CO; installatie van het CPV

Droogijs
Procedure
De rat raakt eerst buiten bewustzijn door een bevochtigd mengsel van CO,/O, (6:4) tot
bewusteloosheid en sterft daarna door inhalatie van 100% CO,. Direct na euthanasie wordt 1
rat per experiment ingevroren in droogijs en meegenomen voor contrastopnamen. Indien het
zich voordoet wordt hiervoor een rat gebruikt die wegens bereiken van humane eindpunten
voortijdig geéuthanaseerd wordt.
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Geachte Onderzoeker,

Uw projectaanvraag: “Biocompatibility of gold microspheres in injectable bone cement”, is
op de DEC vergadering van 18 november 2011 besproken.

De DEC heeft één enkele vraag/opmerking;
1) De DEC verzoekt de namen bij punt 6 te verwijderen en als PI op het voorblad te
vermelden. Het is niet de bedoeling dat er verwezen wordt naar personen in de
aanvraag, in verband met de Wet Openbaarheid van Bestuur.

Gelieve eventuele vragen te beantwoorden in een brief en indien noodzakelijk Uw project
aan e passen en duidelijk de aanpassingen grijs te markeren.

Uw project staat bij de DEC geregistreerd onder nummer 2011-157, gelieve dit nummer in

verdere correspondentie te vermelden.

Hoogachtend,
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