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Centrale Commissie Dierproeven 

Format 
Niet-technische samenvatting 

• Dlt format gebrulkt u om uw nlet-technische samenvatting te schrljven 
• Meer informatie over de niet-technische samenvatting vindt u op de website www.zl 
• Of neem telefonisch contact op. (0900-2800028). 

1 Algemene gegevens 

1.1 Titel van het project Lokale radiosensitizer a~gifte in combinatie met radlotherapie 

1.2 Looptljd van het 1 februarl 2018 - 31 december 2021 
project 

1.3 Trefwoorden Hyperthermie, radiosensltlzer, radiotheraple, llposomen, chemo-radlotherapie 
(maximaal 5) 

2.1 In welke categorie valt 
het project. 

U kunt meerdere 
mogelijkheden kiezen. 

2 Categorie van het project 

181 Fundamenteel onderzoek 

181 Translationeel of toegepast onderzoek 

0 Wettelijk vereist onderzoek of routinematige productle 

0 Onderzoek ter beschermlng van het milieu In het belari,g van_il~9ezondheid of het welzljn van mens of dler 

0 Onderzoek gericht op het behoud van de diersoort 

0 Hoger onderwijs of opleiding 

0 Forensisch onderzoek 

0 Instandhouding van kolonles van genetisch gemodificeerde dieren, nlet gebrulkt in andere dierproeven 



3 Projectbeschrijving 

3.1 Beschrijf de 
doelstellingen van het 
project 
(bv de wetenschappelijke 
vraagstelling of het 
wetenschappelijk en/of 
maatschappelijke belang) 

3.2 Welke opbrengsten 
worden van dit project 
verwacht en hoe dragen 
deze bij aan het 
wetenschappelijke en/of 
maatschappelijke 
belang? 

3.3 Welke diersoorten en 
geschatte aantallen 
zullen warden gebruikt? 

I 
I 

Veel kankerpatienten krijgen te maken met radiotherapie (bestrallng) tijdens hun behandeling. Het doel van de radiotherapie is 
het vernletlgen van het kankerweefsel en daarbij het gezonde weefsel eromheen zo min mogelijk te beschadlgen. Helaas komt 
er altijd een deel van de straling terecht in de gezonde organen rand de tumor. Dit zorgt voor ongewenste bijwerkingen en 
beperkt de bestralingsdosls die aan de tumor gegeven kan warden. In dlt project gaan we een nleuwe methode testen die de 
effectiviteit van de bestrallng in de tumor vergroot, terwljl schade aan omliggende weefsels grotendeels wordt vermeden. Dit 
zou kunnen leiden tot een langere (ziektevrije) overlevlng en een verbeterde kwalitelt van leven van kankerpatienten. 

Dlt is mogelijk door alleen in de tumor In een geneesmiddel, een zogenaamde radiosensitizer, te deponeren dat ervoor zorgt 
dat de (tumor)cellen gevoeliger warden voor de bestrallng. In onze nieuwe methode kunnen we dit bereiken door de 
radiosensitizer in te pakken in een temperatuurgevoelig nanodeeltje. Deze nanodeeltjes barsten open als zlj opgewarmd 
warden (boven de 40 graden Celsius), waardoor de inhoud naar buiten komt. Door nu alleen de tumor op te warmen zal de 
radiosensltlzer alleen in de tumor terecht komen en daar het effect van de bestrallng versterken. 

De doelstelling van deze studie is de effectivlteit en bijwerklngen van deze temperatuurgevoelige nanodeeltjes beladen met 
radiosensltlzers in comblnatle met lokale verwarming ( =hyperthermie) en bestraling van de tumor te vergelijken met de 
effectivitelt en bijwerkingen van alleen bestrallng, bestraling samen met een radlosensltlzer en bestraling samen met een 
radiosensitizer in een niet-temperatuurgevoelig nanodeeltje. 

De aanwezigheid van de radiosensitizer a Ileen in de tumor zorgt ervoor dat het effect van de bestraling oak alleen in de tumor 
wordt vergroot zonder dat de bijwerklngen in omliggende gezonde weefsels veranderen. Op deze manier kan ook de kans op 
ernstige bljwerkingen warden verkleind bij een gelijkblijvende tumordosis. In beide gevallen zou dit kunnen lelden tot een 
langere (ziektevrije) overleving en/of een verbeterde kwaliteit van leven van kankerpatienten. 

In totaal warden er in deze studle 470 muizen gebruikt. 

3.4 Wat zijn blj dlt project de Dit protocol bestaat ult 2 fases: 
verwachte negatleve 
gevolgen voor het welzijn In de eerste fase warden de dieren gebruikt voor trainingsdoeleinden. Deze dieren zullen ongerief ondervinden vanwege de 
van de proefdieren? training. De training wordt echter gegeven door een expert terwijl de dleren onder narcose zljn, waardoor de negatieve 

gevolgen van het welzijn zo veel mogelijk worden beperkt. 

In de tweede fase wordt de effectivitelt en bljwerkingen van temperatuurgevoelig nanodeeltjes geladen met radlosensitizers in 
combinatie met verwarming en bestraling van de tumor onderzocht. Hiervoor krijgen de dieren een tumor. Daarnaast wordt het 
welzijn van het dier aangetast, tijdens de behandeling met radiosensitlzer en de bestraling. De dieren zljn tijdens de 
behandelingen onder narcose om de negatieve gevolgen van het welzijn zo veel mogelljk te beperken. 



3.5 Hoe worden de 
dierproeven in het 
project lngedeeld naar de 
verwachte ernst? 

3.6 Wat is de bestemming 
van de dieren na afloop? 

Alie dleren, ult belde fases, zullen matig ongerief andervinden 

De dieren die gebruikt warden voor tralngs-daeleinden kunnen hierna hergebrulkt worden. 
De dleren die gebrulkt warden voor het onderzoeken van de effectivltelt en bljwerklngen van temperatuurgevoellg nanodeeltjes 
beladen met radiosensltizers In comblnatle met verwarmlng en bestraling van de tumor worden na het experiment gedood 
zodat de tumor en organen geanalyseerd kunnen worden. 

4 Orie V's 

4 .1 

4 .2 

4.3 

Vervanglng 
Geef aan waarom het 
gebrulk van dieren nadig Is 
vaor de beschreven 
daelstelllng en waarom 
praefdlervrije alternatleven 
nlet gebruikt kunnen 
warden. 

Vermindering 
Leg uit hoe kan warden 
verzekerd dat een zo 
gering mogelijk aantal 
dleren wordt gebrulkt. 

Verfijning 
Verklaar de keuze vaar de 
diersaart(en). Verklaar 

Voordat de radlosensltlzer in een nanodeeltje in combinatle met radlotheraple warden getest In praefdieren Is er eerst 
uitvoerig onderzoek uitgevoerd zonder proefdieren (=in vitro). In deze experlmenten is aangetoond dat een radlosensltlzer 
verpakt in een temperatuurgevoelig nanodeeltje ongewenste bljwerklng (celdood) vermlndert t .o.v. vrije radiosensitlzer. 
Terwljl radiosensitizer die vrijkomen door het openbarsten van de temperatuurgevaellge nanodeeltjes bij verhoogde 
temperaturen doden cellen net zo goed als vrlje radlosensltizers. 

Maar uitelndelijk Is kanker een ingewlkkelde zlekte. Het Is daarom niet bewezen dat de resultaten van deze eel experimenten 
ook gelden in levende wezens, wat experimenten in dieren noodzakelijk maakt. 

Door een statlstlsche analyse en door de opzet van de proef wardt vaorkomen dat er teveel of te weinig dieren worden 
gebruikt. 

In eerder anderzaek hebben we de verwarmlngsmethode al geoptlmaliseerd, het geen mogelijk ultvai van dleren door 
problemen tljdens de verwarming minlmaliseert. Verder hebben we in eerder onderzaek de dose-response van de indlvlduele 
therapleen al bepaald, zadat we in het huidlge anderzoek met een beperkt aantal doses, en dus dieren, e benodigde 
experimenten kunnen ultvoeren 

Als proefdier is gekozen voor de naakte-muizen. In deze muizen is het mogelljk om humane tumorcellen te laten groelen. En 
vaor het onderzoek is het noodzakelljk dat de dieren tumoren krljgen. We wlllen immers het effect van de behandeling op 



( 

waarom de gekozen 
diermodel(len) de meest 
verfijnde zijn, gelet op de 
doelstellingen van het 
project. 

Vermeld welke algemene 
maatregeten genomen 
worden om de negatieve 
(schadetljke) gevotgen 
voor het welzijn van de 
proefdieren zo beperkt 
mogelljk te houden. 

humane tumoren te onderzoeken. 

De dieren worden regetmatig gecontroleerd op welzljn en tumorgroei om onnodig ongerlef te voorkomen. Op deze wljze wlllen 
we het ongerlef zo snel mogetljk waarnemen om hler actie in te kunnen ondernemen. 

Ingrijpende handetingen worden zoveet mogelijk onder anesthesie adequaat uitgevoerd, waar nodig met pljnstitling. 

De dieren worden regetmatlg gehanteerd zodat ze dit nlet meer als stressvot wordt ervaren. 

De experimenten worden ultgevoerd volgens een vast protocol en door getrainde onderzoekers. Hlerdoor ondervinden de 
dleren zo min mogelijk stress en ongemak. De dieren ult de tweede fase krljgen een tumor, hier zullen zij hinder aan 
ondervlnden. De dieren worden regelmatlg gecontroleerd op wetzijn, om onnodig ongerlef te voorkomen. Daarnaast worden 
de dieren tijdens behandetingen onder anesthesie gebracht. Blj verwachtte pijntijke handelingen wordt pljnstllling toegepast. 

5 In te vullen door de CCD 

Publlcatie datum I 
' I -- -

Beoordeling achterar l 



Centrale Commissie Dierproeven 

Aanvraag 
Projectvergunning Dierproeven 
Administratieve gegevens 

• u bent van plan om een of meerdere dler proeven ult 
te voeren. 

• Met dit formulier vraagt u een vergunning aan voor 
het project dat u wilt ultvoeren. Of u geeft aan wat u 
in het vergunde project wUt wljzigen. 

• Meer lnformatie over de voorwaarden vindt u 
op de website www.centralecommissiedierproeveo.nt 
of in de toelichting op de website. 

• Of bel met 0900-2800028 (10 ct/min). 

1 Gegevens aanvrager 
1.1 Heeft u een 

deelnemernummer van de 
NVWA? 

1.2 

1.3 

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

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

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

1.4 Vul de gegevens in van de 
verantwoordelijke 
onderzoeker. 

1.5 (Optioneel) Vul hier de 
gegevens In van de 
plaatsvervangende 
verantwoordelljke 
onderzoeker. 

l2J Ja > Vu/ uw deelnememummer In 11500 

ID Nee > U kunt geen aanvraag doe~ -----

Naam lnstelling of 
Jlli)anisatie 

Naam van de 
portefeuillehouder of 
dlens gemachtigde 

KvK-nummer 

UMC Utrecht 

30244197 

Straat en huisnummer tnstantie voor Dierenwelzljn Utrecht - - -
Postbus 80125 

Postcode en plaats 3508 TC Utrecht 

IBAN I NL27JNGB0000_4_2S_2_6_7___________ _ _ 

TenaamstelUng van het Unlversiteit Utrecht 
rekenlngnummer 

(Titel) Naam en 181 Ohr. 0 Mw. 
voorletters 

Functle Researcher 

Afdeling 8eeld 

Telefoonnummer _J 
E-malladres 

(Titel) Naam en D Ohr. 181 Mw. 
voorletters 

Functle , 010 

AfdeUng ! Beeld 

Telefoonnummer I 

E-malladres 

2 



1.6 (Optioneel) Vul hler de 
gegevens In van de persoon 
die er verantwoordelljk voor 
is dat de ultvoerlng van het 
project in overeenstemming 
is met de projectvergunnlng. 

1. 7 Is er voor deze 
projectaanvraag een 
g emachtlg de? 

(ntel} Naam en 
voorletters 

Functie 

Afdeling 

Telefoonnummer 

E -ma 11 ad res 

2 van 3 

1 
D Ohr. D Mw. 

~--...&.-----------~-~~---~----

D la > Stuur dan het lngevulde formuller Melding Machtlglng mee met deze aanvraag 

D Nee 

2 Over uw aanvraag 

2.1 Wat voor aanvraag doet u? 

2.2 

2.3 

Is dlt een wljzlglng voor een 
project of dierproef waar al 
een vergunnlng voor 
verleend is? 

Is dlt een melding voor een 
project of dierproef waar al 
een vergunnlng voor Is 
verleend? 

L181 Nieuwe aanvraag > Ga verder met vraag 3 

ID Wijzlging op (verleende} vergunning die negatleve gevolgen kan hebben voor het 
dlerenwelzijn 

Vul uw vergunde projectnummer 
In en a verder met vraag 2.2 

D Melding op (verleende} vergunning die geen negatleve gevolgen kan hebben voor het 
dierenwelzijn 

Vul uw vergunde projectnummer 
In en ga verder met vraag 2.3 

ID la > Beantwoord dan In het projectplan en de niet-technlsche samenvattlng alleen 
de vragen waarop de wljzlglng betrekking heeft en onderteken het 

--~~ra_].gformuller:..-----------------------
1 D Nee > Ga verder met vraag 3 

l.1J Nee > Ga verder met vraag-=3=----------------------
1 D la > Geef hler onder een toelichtlng en ga verder met vraag,_6 ________ _ 

3 - over·uw-project 

3.1 Wat Is de geplande start- en 
elnddatum van het project? 

3.2 Wat is de tltel van het 
project? 

3.3 Wat is de tltel van de nlet
technlsche samenvattlng? 

3.4 Wat is de naam van de 
Dlerexperlmentencommissie 
(DEC) aan wie de 
instell I ngsverg u nnl nghouder 
doorgaans haar projecten ter 
toetsing voorlegt? 

Startdatum 

Einddatum 

I 1 - 2 - 2018 

131 -12 - 2021 

Lokale radlosensitizer afgifte met behulp hyperthermle 

Lokale radlosensltlzer afglfte In combinatie met radlotherapie 

Naam DEC I DEC Utrecht 

Postadres I Postbus 85500 3508 GA Utrecht -------------E-mailadres ! dec-utrecht@umcutrecht.nl 



3 van 3 

4 Betaalgegevens 

4.1 Om welk type aanvraag 
gaat het? 

4.2 Op welke wljze wilt u dlt 
bedrag aan de CCD 
voldoen. 
Bij een eenmaf1ge incasso 
geeft u toestemmmg aan 
de CCD om eenmafig het 
bi} 4 .1 genoemde bedrag af 
te schrijven van het bf} 1.2 
opgegeven 
rekeningnummer. 

D Nleuwe aanvraag Projectvergunnlng c 1035 

D Wljzlglng c Lege 

D Via een eenmallge lncasso 

D Na ontvangst van de factuur 

Lege 

5 Checklist bijlagen 
5.1 Welke bljlagen stuurt u 

mee? 
VerpMcht 

181 Projectvoorstel 

181 NieMechnlsche samenvattlng 

Overlge bljlagen, lndlen van toepasslng 

0 Melding Machtlglng 

0 

6 Ondertekening 
6.1 Print het formuUer ult, 

onderteken het en stuur 
het lncluslef bljlagen via de 
bevelllgde e~mallverblndlng 
naar de CCD of per post 
naar: 

Centrale Commlssle 
Dlerproeven 
Postbus 20401 
2500 EK Den Haag 

Ondertekenlng door de lnstelllngsvergunnlnghouder of gemachtlgde (zle 1. 7), De 
ondergetekende ver\daart: 

• 
• 

• 

dat het projectvoorstel Is afgestemd met de lnstantle voor Dlerenwelzljn • 
dat de personen die verantwoordelljk zljn voor de opzet van het project en de 
dlerproef, de personen die de dleren verzorgen en/of doden en de personen die de 
dlerproeven verrlchten voldoen aan de wettelljke elsen gesteld aan deskundlgheld en 
bekwaamheld. 
dat de dleren warden gehulsvest en verzorgd op een wljze die voldoet aan de elsen 
die zljn opgenomen In bljlage III van r lclltlljn 2010/63/ EU, behalve In het 
voorkomende geval de In onderdeel F van de bljlage blj het blj de aanvraag gevoegde 
projectvoorstel gemotlveerde ultzonderlngen. 

• dat door het ondertekenen van dlt formuller de verpllchtlng wordt aangegaan de leges 
te betalen voor de behandellng van de aanvraag. 

• dat het fonnuller volledlg en naar waarheld Is lngevuld. 

Naam 

Functle 

Plaats 

Datum 

Handtekenlng 



1 Algemene gegevens 

1.1 Vul uw deelnemernummer 111500 
van de NVWA in. 

1.2 Vul de naam van de I UMC Utrecht 
instelling of organlsatfe In. 

1.3 Vul de tltel van het project I Lokale radiosensitizer afgifte: met behulp hyperthermle 
In. 

2.1 In welke categorle valt 
het project. 

2 Categorie van het pf.eject 

[81 Fundamenteel_9~erzoe 

[81 Transf'!.tiof!e_el of toegepast onderzoek 

Centrale Commissie Dierproeven 

Format 
Projectvoorstel dierproeven 

• Dlt format gebrulkt u om uw projectvoorstel 
van de dierproeven te schrijven 

• Blj dit format hoort de bljlage Beschrljving 
dierproeven. Per type dlerproef moet u deze 
bljfage toevoegen. 

U kunt meerdere 
mogelijkheden kiezen. 

Owettelijk verelst onderzoek of routinematige productie . ~-----~ _O Onderzoek ter bescher"lin_g van het milieu In het belalJ.9 van de gezondhefd of het welzlJn van mens_of dier 

Q Onderzoek g~rjcht op het behoud van de dlersoort 

0 Hoger onderwljs of_ opleiding 

0 Fore!_lsisch onderzoek _ _ 

D Instandhouding van kofonles van genetfsch gemodlflceerde dierei:!~iet gebrulkt In a_n_d_e_r_e_d_i_er~p_r_o_ev_e_n _________ _ 
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3 Algemene projectbeschrijving 

ja.1 Achtergrond ___ I 
Licht het project toe. Beschrfjf de aanleldlng, de achtergrond en de context. Besteed aandacht aan de blj vraag 2 aangekruiste categorieen. 

• Geef in geval van 'wettelljk verelste dierproeven' aan welke wettelijke eisen (in relatre tot beoogd gebrulk en markttoelatlng) van toepasslng zljn. 
• Geef In geval van 'routlnematige productie' aan welk(e) product( en) het betreft en voor welke toepasslng(en) . 
• Geef in geval van 'hoger onderwljs of opleiding' aan waarom in dit project, In relatle tot het opleidingsprogramma en elndtermen, Is gekozen voor 
~rproeven . 

Achtergrond algemene projectbeschrijving I 

Drt projectvoorstel bevat experlmenten in de afsluitende fase. 

Radiotherapie (RT) Is een van de meest gebrulkte behandelmethoden voor het behandelen van lokale tumoren, alleen of in combinatie met een andere 
modalltelt zoals chemotheraple of chirurgle [1]. Ondanks veel technlsche verbeteringen van de bestralingstechnieken, om de tumor met grote 
nauwkeurigerheld te bestralen, Is er nog steeds omllggend gezond weefsel dat gedeeltelijk bestraling ontvangt. Hierdoor ontstaan er ongewenste 
bljwerklngen in het gezonde weefsel en kan de dosls van de bestraling aan de tumor niet verhoogd worden. De toxiciteit in het gezonde weefsel Is afhankelijk 
van de locatle van de bestraling, en bestaat onder andere ult ontsteking van de huid en slljmvlles en beenmerg depressie [2]. Doordat de stralingsdosls van 
de tumor niet verder verhoogd kan warden vanwege de toxlciteit, is RT niet altijd voldoende effectief [2] . 

De effectiviteit van RT kan worden verhoogd door deze te combineren met een radiosensitizer, dit wordt ook wel chemoradiotherapie genoemd (3]. De 
radiosensitizer maakt cellen gevoeliger voor de ionlserende straling en zorgt er dus voor dater meer cellen dood gaan aan dezelfde bestralingsdosts [4]. 
Chemoradiotheraple is tegenwoordig de standaard behandeling bij moellijk te behandelen tumoren zeals maag, hoofd hals, baarmoederhals tumoren en weke 
delen sarcoom [5-8] . In de kliniek warden vaak radiosensitizers gebruikt die nlet alleen de gevoeligheid voor ioniserend strallng verhogen, maar zelf ook een 
direct toxisch effect op de cellen hebben. Daarom zorgt de chemoradiotherapie in veel gevallen niet alleen voor een verbeterde effectivitelt van de RT, maar 
ook voor een verhoglng van de ongewenste bijwerkingen. 

De radiosensitizer die in deze stud le gebruikt wordt, doxorubicine (DOX), is een dergelijk radiosensitizer dte zowel cellen gevoeliger maakt voor ioniserende 
stralen, maar ook In afwezlgheid van deze strafing toxisch is voor cellen [9]. De combinatie van RT en DOX zorgt vooral voor een verhoging van de 
cardlotoxicitelt (toxiclteit van het hart) en ontsteklngen vanjde huid [10]. Deze bijwerkingen komen vooral doordat de radiosensltlzer systemlsch wordt 
toegedlend en daardoor, naast de tumor, ook In het gezonde weefsel terecht komt. Door de DOX in te pakken in conventlonele liposomen of Temperatuur 
Gevoelige Llposomen (TSL) wordt de ongewenste toxicltelt in het gezonde weefsel verminderd [11, 12]. 

De liposomen zorgen nlet alleen voor een verminderde toxicitelt, maar verhogen ook de effectiviteit van de therapie door ophoping van de DOX In de tumor. 
Bij conventionele llposomen geladen met DOX (DOXIL) wordt de tumor specifieke ophoping veroorzaakt door het zogenaamde Enhanced Permeability and 
Retention (EPR) effect. Het EPR effect ontstaat doordat er 'gaten' In de tumor vaatwand zltten in comblnatie met een verminderde werklng van het lymfe 
systeem in de tumor. Op deze manler kunnen de liposomen wel gemakkelijk het vat verlaten, maar worden vervolgens nlet afgevoerd door het lymfe 
systeem met als gevolg ophoping van de liposomen in de tumor [ 13) . Eenmaal in de tumor geeft DOXIL over een lange periode (dagen) een klelne 
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hoeveelheid DOX af. In diermodellen heeft men aangetoond dat DOXIL zorgt voor een verbeterlng in overleving ten opzlchte van vrije DOX [14]. In patienten 
met gemetastaseerde borstkanker zorgt DOXIL voor een ve

1
rmlnderde toxiclteit ten opzichte van vrij toegediende DOX, er is echter geen toename in 

overleving [12]. De vergelijkbare overlevlng tussen vrij toegediende DOX en DOXIL wordt toegeschreven aan het heterogene EPR effect in humane tumoren 
[15] en de langzame DOX afgifte ult de liposomen wat resulteert in een lage biologische beschikbaarheid van de DOX [16, 17]. 

Om nlet afhankelijk te zljn van het EPR effect zljn er TSL gj laden met DOX ontwikkeld, genaamd ThermoDox. Blj een temperatuur boven de 40 °C wordt de 
DOX snel vrijgezet ult de ThermoDox. Wanneer ThermoDoxl door een verwarmde tumor stroomt, leidt dit tot een hoge DOX concentratie in het bloedvat. De 
DOX diffundeert vervolgens ult de bloedvaten in het tumor weefsel. Dit resulteert in een hoge, homogene verdellng van blologlsch beschikbare DOX [18-20) 
en in een langere overlevlng in vivo ten opzichte van vrij to~gediende DOX [21, 22]. Bij een temperatuur van 37 °C, llchaamstemperatuur, vlndt er weinig 
lekkage van DOX ult de ThermoDox liposomen plaats, waardoor de toxiciteit in het gezonde weefsel kan warden beperkt. 

In deze studie willen we het concept lokale afgifte van een Jadlosensitizer uit een llposoom onderzoeken om de effectlvltelt van RT te verbeteren en tevens de 
toxiciteit in het gezonde weefsel te vermlnderen. DOXIL en r hermoDox warden in deze studle gebruikt als liposoom beladen met de radiosensitizer DOX. 

Ult ans eigen in vitro onderzoek (artikel ln voorbereiding) is het concept van lokale afgifte van een radiosensltizer ult een liposoom onderzocht met behulp 
van ThermoDox. Wij hebben aangetoond dat DOX cellen ge~oeliger maakt voor bestraling, zoals bekend ult de literatuur [9). Verder laten we zien dat de 
incubatie van cellen met ThermoDox op 43 °C leidt tot een iagere overleving dan incubatie met ThermoDox op 37 °C. De overleving na lncubatie met 
ThermoDox op 43 °C is vergelijkbaar met de overleving na het toedienen van dezelfde concentratle DOX. RT in combinatie met ThermoDox op 37 °C zorgt 
voor een vergelijkbare toxiclteit als RT alleen, terwijl RT in tomblnatle met ThermoDox op 43 °C zorgt voor een vergelljkbare toxiciteit als DOX op 43 °C in 
combinatie met RT. Deze in vitro resultaten tonen aan dat het concept van lokale afglfte van een radiosensitlzer ult een liposoom leidt tot het gewenste 
resultaat, namelljk hogere effectivlteit in de verwarmde (tutnor) cellen en mlnder/vergelijkbare toxiciteit in de nlet verwarmde cellen. 

Vervolgens hebben wij in een in vivo onderzoek in muizen cb nderzoeksplan met DEC toestemmlng tot 31 december 2017; artikel in voorbereiding) het effect I van verschillende concentraties DOX, DOXIL en ThermoDox1in combinatie met hyperthermle en verschlllende dosls RT op de tumorgroei onderzocht. Uit dit 
onderzoek is geconcludeerd dat voor drie vormen van DOX ben toename in concentratie zorgt voor een verminderde tumorgroel metals gevolg een toename 
In overleving van de dieren. Daarnaast zorgen DOXIL en Th~rmoDox voor een verbeterde overleving ten opzichte van DOX. In dit onderzoek is geen toxiciteit 

1 
van normaal weefsel waargenomen. In het huldige project ~oorstel wordt gebruik gemaakt van deze resultaten . 

In de voorgaande en huldige in vivo studie wordt de subcut~ne tumor op de poot van de muis verwarmd met behulp van een waterbad, op deze manier 
kunnen wij het welzijn van het dier goed In de gaten houdeh. Het doel van het waterbad is om de temperatuur van de tumor te verhogen naar 42 °C. Een 
alternatieve methode om de tumor gecontroleerd op te war~en is het gebruik van High Intensity Focused Ultrasound (HIFU) in combinatie met Magnetic 
Rensonance Imaging (MRI) gestuurd beeldgeleidlng (MR-HIFU) of Dual Mode Ultrasound Array (DMUA). In beide methodes wordt (gefocusseerd) ultrageluid 
gebrulkt om het weefsel op te warmen en wordt MRI of US beeldvorming gebruikt om de opwarming te lokaliseren en te reguleren. Wij hebben overwogen 
om MR-HIFU te gebruiken in onze in vivo studies zoals hierboven beschreven, maar wij zljn van mening dat dit geen meerwaarde heeft en alleen tot extra 

I 

I ongerief bij de dieren kan leiden. Daarnaast is MR-HIFU en DMUA-HIFU hyperthermie behandeling van kleine dieren erg moeilijk en heeft dus grate kans op 
falen t.o.v. waterbad, terwljl het eindelijk effect, opwarmenlvan de tumor, gelijk is. MR-HIFU kan wel in een later stadium gebruikt warden voor het creeren 

I van hyperthermle in veterinaire en humane patienten. 

I Deze projectaanvraag wordt voor een periode van 4 jaar aa'ngevraagd. Deze tijdsperiode is berekend aan de hand van de volgende punten. Zoals in de 
bijlage vermeldt staat, warden er 440 dieren behandeld. Ui~ ervaring, ult het vorige onderzoeksplan, is gebleken dat het haalbaar is om 20 dieren per maand 
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te behandelen en op te volgen. Dit komt erop naar dater 22 maanden voor nodlg om alle experimenten ult te voeren als er continu doorgegaan wordt met 
het onderzoek. Met toevoeglng van vakanties en follow up Jan de dleren, komen we ult op 2,5 jaar. In de tussentijd zal het project overgedragen warden aan 
een nieuwe PhD student, doordat het contract van de huldlge PhD student af loopt. We verwachten dat hier maximaal 1,5 jaar voor nodig is. Vandaar dat we 
uit komen om een perlode van 4 jaar. 

De hier beschreven in vivo studie maakt deel ult van een grater onderzoeksprogramma waarin wij het concept van lokale radiosensltlzer afglfte ult llposomen 
naar de kliniek willen brengen. Hiervoor zijn we in samenwerking met de faculteit diergeneeskunde een studie aan het opzetten waarbij ThermoDox wordt 
gecombineerd met MR· HIFU geinduceerde hyperthermle en RT In weke delen sarcomenen blj honden .. Daarnaast zijn we in overleg met chlrurgen om een 
velllghelds- en haalbaarheidsstudie voor MR-HIFU hyperthermle weke delen sarcoom blj humane patienten op te zetten. 

Opbouw van het vorige onderzoeksplan: 

I Vootpand ond4tflllebplan: I 
I Fasa 2: Optlrmllutle hyperthem!I• '41t~p I 

• fasa ~: Optlmallt1tledosls ndlosensilll:l!r en radloth111ple 

• few 4: EffectMtelt comblnalle 1'8cflosensttlzer en r1dlothel'8ple 

Fase 2 en 3 zij n ultgevoerd In een eerder onderzoeksplan met DEC vergunnlng tot 31december 2017. Hieronder kort de conclusles van deze fases 

Fase 2: Optimallsatie hyperthermie set-up 
Het is mogelljk om de tumor op te warmen tot 42 °C met behulp van een waterbad en de lichaamstemperatuur van de muls constant tussen 36 en 38°C te 
houden. 

Fase 3: Optimalisatie dosis radlosensltizer en radiotherapie 
De hlstologische analyses voor het detecteren van (functionele) bloedvaten, hypoxische gebleden en delende cellen op weefselcoupes zijn geoptimaliseerd. 
De effectiviteit van verschillende concentraties DOX, DOXIL en ThermoDox en doses RT zijn onderzocht. Hierult is gebleken dat een dosis van 2.5 mg/kg blj 
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zowel DOX, OOXIL en ThermoDox voor een vermlndering in· tumorgroel zorgt. De verminderlng In tumorgroei Is blj DOXIL en ThermoDox sterker dan bij DOX. 
Een hogere concentratle DOX, DOXIL of ThermoDox zorgt voor een toename In overlevlng en blj enkele dleren verdween de tumor helemaal. Het bestralen 
van een tumor met een strallngsdosis van 8 Gy zorgt voor een verminderde tumorgroel. Een lagere dosls zorgde nlet voor een verminderde tumor groei en 
een hogere dosls gaf eenzelfde effectlvltelt als 8 Gy. Al deze experimenten zljn In deze fase uitgevoerd als monotheraple. In deze fase Is gezocht naar een 
suboptimale dosls, zodat het effect van de comblnatie therapieen onderzocht kan worden. Vandaar dat in fase 4 een concentratie van 2,5 mg/kg gebrulkt 
wordt voor DOX, DOXIL en ThermoDox en een bestralingsdosis van 8 Gy. 

Al deze voorbereidende experlmenten (fase 2 en 3) zijn uitJevoerd in een eerder onderzoeksplan met DEC vergunnlng tot 31december2017. Er is nog nlet 
begonnen met fase 4 van dlt onderzoeksplan. I 
Fase 4: Effectiviteit comblnatle radiosensitizer en radlotheraple 
Deze fase is nog nlet gestart In het voorgaand onderzoeksplan dat verloopt op 31 december 2017. Het doel van deze fase is het onderzoeken van de 
effectlvltelt van lokale afglfte van een radiosensitizer ult een liposoom (DOXIL of ThermoDox) In comblnatle met conventionele RT ten opzichte van vrij 
toegediende radlosensitlzer in combinatie met conventlonele RT. 

In deze projectaanvraag wordt toestemmlng gevraagd om de experlmenten waarbij de radiosensitizer gecomblneerd wordt met radiotherapie (Fase 4) 
toegepast alsnog uit te voeren. 

In alle onderzoeken die tot nu toe ultgevoerd zljn, Is gebruik gemaakt van DOX als een radiosensitizer, doordat DOXIL en ThermoDox al commercleel 
aanwezlg zijn voor klinlsche onderzoeken. In de kllniek warden DOX en RT voornamelijk gebruikt In de behandellng van weken delen sarcoma's, vandaar dat 
er besloten Is om In dit onderzoek gebrulk te maken van een humaan fibrosarcoom. 
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!3.2 Doel .I. 
Beschrijf de algemene doelstelling en haalbaarheid van het project. 

j • !n het geval het project gerlcht Is op een of meer onderz.oeksdoelen: op welke vra(a)g(en) dient dit project antwoord(en) te verschaffen? 
l!__!_l!_geval het een ander dan een onderzoeksdoel betreft: In welke concrete behoefte voorziet dit project? 

Slnds 2000 is deze onderzoeksgroep bezig met beeldgestuurd medlcijn deposltie (= image-guided drug delivery). Denk hierbij o.a. aan het vrijzetten van 
chemotherapeuticum ult liposomen en het verbeteren van de opname chemotherapeutlcum in tumorcellen d.m.v. beeld gestuurde ultrageluldbehandelingen. 
Een deel van de groep houdt zlch slnds enkele jaren bezig met de lokale afgifte van een radlosensltizer uit liposomen. Met behulp van in vitro resultaten is 
vastgesteld dat lokale afglfte van een radlosensltizer een potentie heeft voor het verbeteren van de effectlvltelt van de radiotherapie en het verminderen van 
de toxlcltelt In het gezonde weefsel. 

Het doel van deze fase is het onderzoeken van de effectiviteit van lokale afgifte van een radiosensitizer ult een liposoom (DOXIL of ThermoDox) in combinatle 
met conventlonele RT ten opzichte van vrij toegediende radlosensitizer in combinatle met conventionele RT. Daarnaast wordt onderzocht of de lokale afgifte 
van een radlosensitizer voor een verminderde toxiclteit zorgt in vergelijking met een injectie van vrije radiosensltizer. 

In het voorgaande onderzoeksplan, Fase 2 en 3 (met een vergunning tot 31-12-2017) is er voldoende kennis vergaard over de behandelingen en zijn er 
voldoende samenwerkingsverbanden opgebouwd om Fase 4 goed uit te kunnen voeren. Ult Fase 2 is geconcludeerd dat het mogelijk is om de temperatuur 
van de tumor te verhogen tot 42°C, zonder dat de lichaamstemperatuur verandert. In Fase 3 rs de concentratie chemotherapie en dosis radiotherapie bepaald 
die gebruikt gaan worden in de combinatie experlmenten. Alie benodigde apparatuur en kennis zljn aanwezig en beschikbaar. Hierdoor zijn fase 2 en 3 ult de 
dat onderzoeksplan goed verlopen. 
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I 3.3 Belang ______ _ 

I Beschrijf het wetenschae~elij~~lof maatscha~~elijk belang van de hlerboven beschreven doelstelllng_~..;..· __ 

Het wetenschappelijk belang van dit onderzoek Is dat als d~ effectlvitelt van lokale radiosensltizer in combinatie met radlotherapie aangetoond wordt in 
proefdieren. Als lokale radiosensltlzer voor een verhoogde ~ffectlvitelt zorgt, kan dit verder warden onderzocht op veterlnalre patienten en ultelndelijk ook In 
humane patienten. I 
Het maatschappelljk belang. Veel kankerpatlenten krljgen te maken met radiotherapie tijdens hun behandeling. Helaas doodt de ioniserende straling nlet 
alleen de kankercellen, maar oak omllggende gezonde celleh. In dit project wordt een methode getest, die de preclsle van radiotherapie verhoogt door mlddel 
van liposomen en hyperthermle. Op deze manler warden k~nkercellen beter gedood en gezonde cellen gespaard. Dlt moet uitelndelljk leiden tot een langere 
overlevlng van de patlenten en een betere kwalltelt van lev~n. 

j 3.4 Onderzoeksstrategie 

I 3.4.1 Geef een overzlcht van de algemene_QRZet van het Rrbject (strateg!V., 

Fase 1: trainen van benodigde technieken in de muiJ 
In deze studie Is het noodzakelljk een 100% succesvol te ~iJn bij het l.v. injecteren van de radiosensitizer in de naakt muls. Bij deze I.v. toedienlng Is het 
nlet mogelijk om de staart van het dier te verwarmen, waardoor de toedlenlng bemoellljkt wordt. Het verwarmen van de staart leidt tot direct vrijzetten van 
de DOX ult de ThermoDox. I 
Binnen de dlerfacillteit is er op het moment slechts een persoon aanwezig die dit ult kan voeren. Om de stablllteit en continuiteit van de studie te 
waarborgen Is het van belang dat meerdere personen deze techniek goed beheersen. De toedieningen kunnen oak In het weekend plaats vinden wanneer er 
weinig medewerkers aanwezlg zljn. Vandaar dat het van belang is dat meerder personen deze technlek goed beheersen. Gedurende het eerste gedeelte van 
dit onderzoek kunnen we, zoals In de voorgaande studies CF.lase 2 en 3), gebruik maken van de persoon die deze technlek goed beheerst, zodat fase 4 direct 
gestart kan warden. 

Fase 4: Effectlviteit combinatle radiosensitizer en radiotherapie. 
De effectlvlteit van de lokale afglfte van een radiosensitizer l(door middel van DOXIL en ThermoDox) In combinatie met conventlonele radiotherapie wordt 
vergeleken met vrij toegediende radlosensltlzer (DOX) In combinatle met conventionele radiotherapie. De doxorubiclne concentratie en strallngsdosls die 
gebruikt warden in deze studie zijn In een eerdere studie b,paald. De dieren warden behandeld op het moment dat ze een tumor hebben tussen de 50 en 
120 mm3, waarna het tumorvolume en het welzijn van het liier gevolgd wordt totdat er een volume wordt berelkt van Sx het volume ten opzlchte van het 
tumor volume van bestraling of ulterlijk na 90 dagen. Daar~aast warden per groep op tijdstip Oen een nag nader te bepalen tijdspunt (T = x), dieren 
geeuthanaseerd om de radlosensltlzer distributie, concentrcltie radlosensitlzer in tumor en andere organen en toxlclteit In het normale weefsel te 
onderzoeken. I 
I 3.4.2 Geef een overzlcht o~ hoofdlijnen van de verschillende onderdelen van het ~roject en de daarbij_gebruikte type(!!) dleq~roef of die~_ro_e_v_e_n_. ___ _ 

Fase 1: trainen van benodigde technieken in de muis.1 
-dleren ondergaan maxlmaal op 5 verschillende dagen ~en meerdere l.v. injecties met fysiologisch zout, zodat personen getralnd kunnen warden in het 
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iv injecteren bij een naakte muis. De dieren zijn hierbij onder anesthesie, zodat de omstandigheden waarin de echte lnjecties plaatsvinden zoveel 
mogelijk worden nagebootst. 

Fase 4: Effectlvltelt combinatle radlosensltlzer en radiotherapie 

Tumor lnjectle 

Tumor volume 
so.12omm' 

Bloedafname 
S nader te bepalen 

tijdspunten 

•-" ... + t 
Tot berel~n eindpunt 

T= x 

Termlnatle 
tumor> Sx 
volumeT=O 

_! Adieren ... 
Aankomst 

dleren IVlnJectle 
Radlotheraple 

T=O lnjectie hlstoloale markel'5 
Termlnatle 

7dagen 
'I' 'I' 

14 tor 28 dagen 

-Tumor lmplantatle onder anesthesle 
-Tumor groei en regelmatlge welzijn/tumor controle 

Otot 24 uur 
'I' 

lnjectie histologle 
marker5 

renn1naJ'e cr=0> 

• Bdleren .. 
1tot7dagen 

Bdleren .. 

-1.v. injectie van de radlosensltlzer of saline In comblnatle met hyperthermie of sham hyperthermle behandeHng (ender anesthesie) 
- radiotherapie na tljdslnterval (onder anesthesle) 
-tumor follow-up na behandellng 
- terminatie op 2 verschillende tijdstippen voor histologie en concentratle radiosensltizer bepalingen 
-bloedafname op verschillende tijdstlppen (Max Sx, met < 8 ml/kg per 2 weken) 
• Terminatie als een tumor Sx het begin volume bereikt Is (follow up dleren, pcimaire ultkomstmaat) 
-Terminatie T=O en T=x (hlstologie dieren, secundaire uitkomstmaat) 
- Isolatie tumor en organen voor ex-vivo analyse 

3.4.3 Beschrijf en benoem de logische samenhang van deze verschillende onderdelen en de eventuele fasering in de uitvoerlng. Vermeld eventuele mijlpalen 
en keuzemomenten. 

Fase 1; trajnen van benodlqde technieken jn de mujs 
In deze fase worden de onderzoekers getralnd in de l.v. lnJectle in naakte muizen. Er is momenteel een persoon aanwezig die deze techniek geed uit kan 
voeren. 

I 
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Om de stabllitelt en contlnuitelt van de experimenten te kunnen garanderen Is het van belang dat er meerder personen deze techniek beheersen, zodat 
tijdens vakantle/ziekte de experimenten door kunnen blijvef\ gaan. In deze fase worden 3 personen getraind in het iv injecteren bij de naakt muis. 

Go/no go moment 
Er is momenteel een persoon aanwezlg die succesvol iv kan injecteren in de naakt muls, vandaar dat deze fase gelijktljdig kan verlopen met Fase 4. De 
experlmenten in fase 4 zullen in nauw overleg met de persdon die het iv injecteren goed beheerst uitgevoerd worden. 

Ease 4; Effectjyjtejt combinatie radiosensitizer en radlothecapie 
In deze fase wordt onderzocht of lokale afgifte van een radiosensitizer ult een liposoom (DOXIL of ThermoDox) in combinatie met radiotherapie zorgt voor 
een verbeterde effectiviteit en verminderde toxiciteit ten op~ichte van vrij toegediende radiosensitizer (DOX). 

l 
Fase 4 kan verder bouwen op de bevindingen ult voorgaande in vivo experimenten (Fase 2 en 3): 

- De tumor kan op 42 °C worden gebracht met behulp ~an een waterbad, waarbij de lichaamstemperatuur van de muis tussen de 36 en 38 °C blijft. 
- Een dosis van 2,5 mg/kg doxorubicine, DOXIL of ThermoDox in combinatie met hyperthermie en een dosls van 8 Gy zorgen belde onafhankelljk van 

elkaar voor een verlenglng In overleving ten opzlchte van controle groep (saline). Door deze suboptimale behandelingen te comblneren Is het 
mogelijk om de toegevoegde waarde van de comblnatie therapieen waar te nemen. 
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I 3.4.4 Benoem de ~!Jen dierJ!roeven. Vul per Wile dieq:>roef '.een bij~ge Beschrijving dier1>_r..;;..o.::..ev_e""""n_ in_. _____________________ _ 

l.JL019!1UJJ1meLl_T.Jpe_die£proef __ 

I 1 I Lokale radiosensitizer afgifte in combinatie met radiolherapie 

I ~-----' 1 

I 3 I I 
I 4 I I 
I s I l 
L_ ______ 6 - - J.. -- -- - --- --- ___________________ ! 
I _ 1 I l 
I s I _ _ _ _ __ ___ _ ___ I 
l ___ g _ __J 
l ___ l_Q _ _l l 
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Iii 

Bijlage 
Besch rijvi ng di erproeven 

• Deze bijlage voegt u blj uw projectvoorstel dierproeven. 
• Per type dierproef moet u deze bijlage invullen en toevoegen. 
• Meer rnformatle vlndt u op de website www.zbo-ccd.nl. 
• Of neem telefonisch contact op. (0900-2800028). 

1 Algemene gegevens 

1.1 Vul uw deelnemernummer j 11soo 
van de NVWA in. L. -------

1.2 Vul de naam van de I UMC Utrecht 
instelllng of organisatie in. 

1.3 Vul het volgnummer en het Volgnummer Type dlerproef 

type dierproef In. I 01 I Lokale ra~ iosensitizer afgifte in comblnatie met radiotherapje_ -----------------

Gebruik de volgnummers 
van vraag 3.4.4 van het 
format Projectvoorstel. 

2 Beschrijving dierproeven 

A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparam1 ers 

IBeschrijfde keuz~v~~e e~erlment~eaan~aken de ~rl~al~ ultkomst~~a~~~m~e~te~rs~· ---------------------------
Experlmentele aanpak: -i-
Fase 1: tralnen van benodigde technieken in de muls . J . . ... 
In deze fase warden de onderzoekers getralnd in het i.v. inJecteren bij de naakt muizen. Er is momenteel beperkt personeel (1 persoon op de dierfacitltelt) 
aanwezlg die deze technlek beheerst. Om de stabiliteit en cbntinuiteit van de experimenten te kunnen garanderen Is het van belang dater meerdere 
personen deze techniek beheersen, zodat tijdens vakantie df ziekte de experlmenten door kunnen blljven gaan. In deze fase warden 3 personen getraind in 
het iv injecteren bij de naakt muis. 

GoLno go moment 
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Er is momenteel een persoon aanwezig die Iv kan lnjecteren In de naakt muls, vandaar dat deze fase gelljktijdig kan lopen met fase 4. 
De experlmenten In fase 4 zullen In nauw overleg met de persoon die het iv lnjecteren goed beheerst ultgevoerd worden. Om te voorkomen dat er hlerdoor 
ongewenste variatie wordt gecreeerd, worden er (in fase 4) per keer dater behandeld wordt 1 dier ult elke groep behandeld en al deze dleren worden 
behandeld door 1 persoon. 

Fase 4 : Effectlvltelt comblnatle rad losensitlzer en ra.sfutthera.lllg 
In deze fase wordt onderzocht of lokale afglfte van een radiosensltizer, doxorubicine (DOX), met behulp van liposomen (Doxil en ThermoDox) in combinatle 
met conventionele radiotherapie voor een verbeterde effectlvlteit en een vermlnderde toxiciteit zorgt ten opzichte van vrij toegediende DOX en radiotherapie. 

Uit voorgaand onderzoeksplan zljn de volgende conclusies getrokken, waarmee verder gegaan wordt in fase 4 : 
-De tumor kan op 42°C worden gebracht met behulp van een waterbad 
-Een concentratie van 2,5 mg/kg doxorubiclne, DOXIL of ThermoDox In combinatie met hyperthermie en een dosls van 8 Gy zorgen beide onafhankelijk 

van elkaar voor een verlenging In overleving ten opzichte van saline. Dit zijn beide suboptimale dosis, zodat de effectiviteit van de combinatie 
therapieen onderzocht kunnen worden. 

Groepen die gebrulkt worden : 
Groep 1; fysiologisch zout (negatieve controle) 
Groep 2: Radiotherapie 
Groep 3: Hyperthermle 
Groep 4: Radiotherapie en hyperthermie 

Groep 5: DOX 
Groep 6: DOX en hyperthermie 
Groep 7: Doxil 
Groep 8: Doxll en hyperthermle 
Groep 9: ThermoDox 
Groep 10: ThermoDox en hyperthermie 

Groep 11: Radiotherapie en DOX 
Groep 12: Radiotheraple en DOX en hyperthermie 
Groep 13: Radiotheraple en DOXIL 
Groep 14: Radlotherapie en DOXIL en hyperthermie 
Groep 15: Radiotheraple en ThermoDox 
Groep 16: Radlotherapie en ThermoDox en hyperthermie 

De groepen worden opgesplltst in A en B dieren: 
A dieren zljn dieren voor de follow-up. Hlerbij wordt de tumor gevolgd tot Sx het volume tljdens T=O (begin volume, volume tijdens radlotheraple 
behandellng) of, bij volledlge verdwijning van de tumor, tot 90 dagen na behandeling. (prlmaire ultkomstmaat) 
B dieren zijn dieren voor de histologie, het bepalen van de concentratie radiosensitlzer in de tumor en de rest van het llchaam en het bepalen van toxlcitelt 
van de comblnatie theraple. Deze dleren warden op 2 tijdstippen (TmO en T=x) getermlneerd. Tljdstlp 0, hierblj wordt gekeken naar de concentratie 
radiosensltlzer op het moment van bestralen, we verwachten dat dit belangrljk is voor de radiosensltizatie. En tijdstlp x, waarblj vooral naar de toxlcitelt 
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gekeken gaat warden. Dit tijdstlp wordt bepaald op basis van ervarlngen van externe onderzoekers In het veld. Na terminatle wordt tumor, urine, bleed en 
organen geisoleerd en opgeslagen voor ex-vivo analyse. 

Opstelling van de hyperthermle behandeling. Dieren llggen,londer anesthesie, op een foam-bedje om oververhittlng te voorkomen. Op de foto bevindt de 
tumor zlch bij alle dieren op de rechter achterpoot, die allemaal in het waterbad zijn geplaats. 

' 
Primalre ultkomstmaat I 
De prlmalre ultkomstmaat is de tljd tussen behandelen (radiotheraple behandeling, T=O) en het berelken van het eindpunt, Sx het tumor volume ten opzichte 
van T=O of bij volledlge verdwljning van de tumor na 90 dagen na T=O 

Secundalre uitkomstmaat 
Onder de secundaire uitkomstmaat vallen de volgende onderdelen: 

-Verdellng van de doxorubicin in de tumor tljdens het moment van bestralen 
-Concentratle doxorublcine in het normale weefsel tijder s de bestraling 
-Histologle van de tumor na de behandeling 
-Bepalen toxlclteit en in het gezonde weefsel 
-Af/toename van gewlcht 
-Uiterlijk van de huid_op de tumor:_(met behulQ van een

1
scoringstabeD 

Beschrijf de beoogde behandeling van de dleren (lncluslef de aard, de frequentle en de duur van de behandelingen waaraan de dieren warden blootgesteld) 
en onderbouw de gekozen aanpak. · 
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GEBRUIKTE TUMOR 
In dit onderzoek ontwikkelen de muizen een tumor op de achterpoot door subcutane injectie met cellen van de tumorcellijn HT1080 (ATCC), humane 
fibrosarcoom (weke delen sarcoom). In de kliniek wordt DOX gecombineerd met radlotherapie In de behandeling van weke delen sarcoma's, vandaar dat voor 
een sarcoom cellijn gekozen Is. 

De HT1080 cellljn in naakt muizen Is In de llteratuur bekend als een model voor weke delen sarcoom. 
- Luo, L.M., et al, Anti-tumor and anti-angiogenic effect of metronomic cyclic NGR-modifled liposomes containing paclitaxel. Biomaterlals, 2013. 34(4): p: 

1102-1114. 
- Chiu, H.W., et al, Combination treatment with arsenic trioxide and Irradiation enhances cell-killing effects in human fibrosarcoma cells in vitro and in vivo 

through induction of both autophagy and apoptosrs,j 2010, 6(3), 353-365 

l n dlt onderzoek, zowel In fase 1 en 4, wordt de "code of practice Dferproeven in het kankeronderzoek" gehanteerd. 

FREQUENTIE EN DUUR VAN DE BEHANDEUNG I 

Fase 1: 
-IV injectie in de staartvene onder anesthesie, dit wordt op 5 verschillende dagen uitgevoerd, per oefenronde is de duur <30 minuten 

Fase 4: 
De behandelde groepen kunnen warden verdeeld in A en B dieren. 
A dieren zijn de dieren voor de follow-up. Hierbij wordt de tumor vervolgd tot 5x het volume vanaf het begin van de behandeling (T=O) 
B dieren zijn dleren voor de histologle en toxiciteit bepalingen. Deze worden kort na behandeling getermlneerd. 

Hieronder volgt een tljdbalk van de geplande handellngen 

l 

Aankomst 
dleren 

" 

Tumor lnjectle 

7dagen 

" 
14 tot 28 dagen 

Tumor volume 
50-120mm' 

IVlnjectle 

Bloedafname 
5 nader te bepalen 

tljdspunten 

+ ' t • t 
Tot berellcen eindpunt 

T=x 

Termlnatle 
tumor>Sx 
volumeT:O 

! Adleren 

Radlotheraple 
T:O lnjectle hlstologle markers 

Terminatle 
Otot24 uur 

I 

" lnjectle hlstologle l tot 7 dagen 

markers 

l Bdleren 

Bdieren 

.. 

.. 

Terminal'e (T:O) 

.. 
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A- en B-dieren: 
-lmplantatie tumorcellen (s.c. achterpoot)11

; duur < 5 min onder anesthesie 

-Controle welzijn en tumor groei; frequentie 2x per wee~;< S min 
Wegen dieren; frequentie 2x per week; < 5 min 

-Tumorgroei 50-120 mm3
; 14 tot 28 dagen na implantatie 

-Toedienen pijnstilling; frequentie lx; duur < 5 min I 
-Anesthesie; frequentie lx; duur maximaal 1,5 uur, tijdens de anesthesie vinden de volgende handelingen plaats: 

i.v. injectie (saline; DOX, DOXIL of thermodox); frequkntie lx; duur < S min 
Hyperthermie of sham hyperthermie behandeling; fr~quentie lx; duur 1 uur 
Bijkomen uit anesthesie; frequentie lx; duur < 10 mih 

I 
-lnductie anesthesie; frequentie lx; duur < 60 min, tijdens anesthesie vinden de volgende handelingen plaats 

Radiotherapie of sham radiotherapie behandeling; frequentie lx; duur < 5 min 
Bijkomen ult anesthesie; frequentie lx; duur ca. 15 min 

-Controle welzijn en tumor groei; frequentie 2-3x per week'11
; 5 min. 

Wegen dieren; frequentie 2-3x per week";< S min I 
-Bloedafname; frequentie maximaal Sx (houdend aan < 8 ml/kg per 2 weken); < S min 

-Opvangen urine (spontaan); frequentie Max Sx; < 10 mih 

A dieren 

-Terminatie; < 5 min, zodra de tumor een volume van sxlvolume ten opzichte van de start van de behandeling (T=O) bereikt heeft of 90 dagen na T=O bij 
volledig verdwijnen van de tumor 

B-dieren: 

- i.p. en i.v. injectie markers"' voor histologie; frequentie maximaal 4x; < 5 min 

- Terminatie; < 5 min 

- lsolatie tumoren en organen voor ex-vivo analyse. 

" indien de tumor bij de eerste implantatie onverhoopt niet aanslaat kan deze procedure een tweede maal geprobeerd warden 
1111 indien de tumor in regressie raakt t.g. v. de behandeling is 2x per week controle voldoende. Dit wordt per dier individueel beoordeeld. 
111111 histologie markers voor aan kleuren van bloedvaten,..!!J.eoxie en delende ce_l_le_n_. ________ _ 

I Geef aan welke overweglngen en statlstlsche methoden wo~den gebruikt om het aantal benodlgde dieren tot een minimum te beR_e_rk_e_n_. ________ _ 
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Fase 1 (30 dieren) 
Oefenen van het iv injecteren bij naakte muizen. 3 personen worden hiervoor opgeleid, zodat er altijd personen aanwezig zijn als er i.v. geinjecteerd moet 
worden. Per persoon schatten we dat hier 10 dieren voor nodig zijn, dit aantal is bepaald in overleg met de ervaringsdeskundig. 

Fase 4 (440 dieren) 
GROEPSGROOTTE 
A dieren (dieren voor de follow up) 
Uit het vorlge onderzoeksplan zijn de gemiddelde en standaarddeviatie voor de duur van het berelken van Sx het volume ten opzlchte van de start van de 
behandeling van de radiotherapie, DOX, en DOXIL als een enkele behandeling en thermodox in combinatie met hyperthermie bepaald. 

Verder zijn de volgende aannames gedaan voor het bepalen van de overleving bij de combinatle therapieen: 
- Hyperthermie heeft geen invloed op de tumorgroel 

- Overleving van comblnatie therapieen zljn bepaald door de verlening ln overlevingsduur ten opzichte van dieren van de saline behandeling bij elkaar op te 

tellen. 

-ThermoDox zonder hyperthermie geeft gelijke overleving als de saline behandelde dieren. 

Statlstische analyse en berekenen van de groepsgrootte: 
Als primalre test wordt een ANOVA gebrulkt met de t-test als posthoc test. 
We wlllen in Jeder geval voor de volgende groepen significante verschillen zien: 

1. (saline) - (Radiotherapie) 
2. (Radiotherapie)- (Radiotherapie + hyperthermie + ThermoDox) 
3. (Radiotherapie + hyperthermie) - (Radiotherapie + hyperthermie + ThermoDox) 
4. (Radiotherapie + ThermoDox) - (Radiotherapie + hyperthermie + ThermoDox) 

In deze experlmenten willen we 4 vergelijkingen testen, zie hierboven. Doordat de kans op een vals positieve uitkomst groter wordt als er meerdere groepen 
worden vergeleken, moet de Bonfferoni correctie toegepast worden. Als we van 1 test uitgegaan zouden zijn, Is een a van 0.05 voldoende. Doordat we nu 4 
groepen vergelijken wordt de nieuwe a' (0.05 (oude o)/4 (vergelijkingen)=) 0 .01. 

Het kleinste verschil dat we statistisch willen testen Is het verschil van 9,1 dagen met een standaarddevlatle voor radiotherapie 6,5 en een verwachtte 
standaard devlatie voor de combinatie therapleen 8,1. Met een a' van 0.01 en een power van 0.8 zorgt dlt voor een groepsgrootte van 15 dieren per groep 
voor follow up. 

B dieren (dieren voor histologie en toxiciteit bepaling) 
Dieren worden gebruikt voor het bepalen voor het onderzoeken van de verdeling en concentratle van de radiosensitizer in de tumor en in andere organen en 
de toxlclteit als gevolg van de behandeling. Dit wordt op 2 tljdstlppen gemeten, tijdens bestralen en op een nog nader te bepalen tljdstlp. 2 tijdstippen en 
per tijdstip hebben we 3 dieren nodig. 

UITVAL I We verwachten dater uitval ontstaat in de groepen om de volgende redenen: 
Openbarsten tumor 

-t ... --- -- -
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-Gewfchtsverlles 
-Het niet kunnen injecteren in de staartvene 

Het verwachte uitvalspercentage en het aantal dieren per groep inclusief uitval is: 
I 

Groeo A dieren (follow uo l B dleren (tiidstlo T = 0) B dleren (tiidstio T = x) 
Saline 5% uitval <16 dieren) 0% ultval (3 dieren) 5% ultval (4 dierenl 
Radiotheraole 5% uitval (16 dierenl 0% urtval <3 dierenl 5% uftval (4 dierenl 
Hvoerthermle 5% uitval (16 dieren) 0% uitval f3 dierenl 5% ultval (4 dlerenl 
Radiotheraole + hvoerthermie 5% uitval <16 dlerenl 0% ultva(<3 dieren) 5% uitval (4 dieren) 
Dox 5% uitval (16 dieren) 0% ultval f3 dierenl 5% ultval (4 dierenl 
DOX + hvoerthermie 5% uitval (16 dieren) 0% ultval (3 dieren) 5% ultval <4 dierenl 
Doxll 5% uitval <16 dierenl 0% uitval f3 dieren) 5% ultval (4 dieren) 
Doxll + hvoerthermle 5% uitval (16 diereri) 0% ultval <3 dieren) 5% uitval {4 dierenl 
ThermoDox 5% uitval (16 dierenl 0% uftval <3 dierenl 5% ultval (4 dieren) 
ThermoDox + hvoerthermie 5% uitval (16 dlerenl 0% ultval (3 dieren) 5% uitval (4 dlerenl 
Radiotheraoie + dox 10% ultval <17 dleren) 0% uitval73 dieren) 10% uitval <4 dieren) 
Radiotheraoie + dox + hvoerthermie 10% ultval <17 dierenl 0% uitval <3 dieren) 10% uitval (4 dierenl 
Radiotheraoie + DOXIL 10% ultval {17 dierenY 0% uitval <3 dierenl 10% uitval (4 dleren) 
Radiotherapie + DOXIL + hvoerthermie 10% ultval <17 dierenl 0% uitval <3 dierenl 10% uitval (4 dleren) 
Radiotheraole + ThermoDox 10% uitval <17 dierenl 0% ultval f3 dierenl 10% uitval <4 dleren) 
Radlotheraoie + ThermoDox + hvoerthermie 10% ultval f17 dierenl 0% uitval <3 dieren) 10% uitval (4 dlerenl 

Het totale aantal dieren inclusief uitval komt dan uit J P 262 dleren voor de follow up (A dieren) en 112 dleren voor de histologie (B dieren) 

EXCLUSIE CRITERIA 

We verwachten dat 15°/a van de tumoren aan een van de exclusie criteria voldoet. Dlt kan zijn: 
-Geen tumoropkomst op de achterpoot. Er wordt subcutaan geinjecteerd, waardoor de tumor soms in de flank gaat groeien en dus nlet op achterpoot. Bij 

hyperthermie en radiotherapie Is het van belang dat de tumor op de achterpoot zit, zodat de rest van het llchaam zo min mogelijk opgewarmd of 
bestraald wordt. Om spreidlng In de groepen te voorkomen is het van belang dat de tumoren In alle groepen op (zo veel mogelijk) dezelfde plek 
zltten, waardoor de tumoren die niet op de julste pl~k zltten niet in andere groepen gebruikt kunnen warden. Hierdoor zou anders een bias verkregen 
kunnen warden. I 

-De opkomst van de tumor Is minder dan 14 dagen of meer dan 28 dagen. Uit eerder onderzoek Is gebfeken dat de tumor dan niet voldoet aan het 
'normale' groeipatroon van deze tumor als deze tus~en de 14 en 28 dagen opkomt. 

lncluslef exclusle criteria komen we dan uit op (262l112)/(1-0.15) = 440 dieren 

Fase 1 en 4 s~men komt d~t op (30 _+ 440=) 470 dierjn __ 

I B. De d~eren -~ _. _ ----------------------------------------
1 Benoem de dlersoorten,~d<OJTISt,_geschatte aantallen enJ~yensstadia. Onderbouw deze keuzes'-'-·----
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In deze studle Is gekozen voor naakt mulzen, omdat hierin de humane tumorcellijn HT1080 (weke-dele sarcoom) kan groelen, een ult de literatuur bekend 
model voor weke delen sarcoom. In de kliniek worden weke-delen sarcoma's behandeld met onder andere een comblnatle van DOX (als radiosensltlzer) en 
radlotheraple. Het doel van deze experlmenten Is een proof of concept van lokale afglfte van een radiosensitizer. Het mechanlsme van lokale afglfte van een 
radiosensitizer is gelijk en transleerbaar tussen de proefdieren en (veterinalre) patlenten. 
De dleren die In fase 1 gebrulkt worden, zijn ook naakte mulzen. Volgens de ervaringsdeskundige op het gebled van Iv lnjecteren blj de 'gewone' en naakt 
muis Is er een groot verschil tussen het iv lnjecteren In 'gewone' en naakt mulzen. Het iv injecteren Jn de naakt muls is veel lastlger, onder andere omdat de 
vaten veel dunner zljn. Vandaar dat in fase 1 ook naakte mulzen gebruikt Worden. 

I 
Er wordt gebrulkt gemaakt van CanN.Cg· Foxl nu/crl (code 194) naakt-muizen; herkomst gereglst reerde fok- of afleveringsbedrljf in de EU; met een gewicht 
tussen de 17 en 20 gram. Blj dlt gewlcht verwachten we dat de dieren behandellng goed kunnen ondergaan, zoals ult Fase 3 is gebleken. In Fase 1 gebrulken 
we dezelfde dieren als in Fase 4, zodat de tralnlngsomstandigheden en de werkelijke omstandigheden zo veel mogelljk overeen komen. 
In dlt protocol voor Fase 1 zijn 30 dieren (Iv injectte oefenen) en voor Fase 4 zljn 440 dleren (effect van lokale radlosensltizer afglfte) nodig. 

I 
Er ls gekozen voor vrouwelijke dieren, omdat de achterpoot1 gedurende 1 uur in een waterbad wordt geplaatst, In fase 4. Bij mannelijke dieren zouden de 
testes mogelijk te dlcht blj of In het water komen te liggen wat voor een flinke opwarming van de testis zorgt. In geval van ThermoDox, waarblJ de 
radiosensitizer wordt afgegeven blj een verhoogde temperatuur, kan dlt voor een hoge dosis DOX In de testes zorgen. Daarnaast wordt de 
llchaamstemperatuur verhoogd als de testis te warm worden, doordat dit een relatief groot deel van het muizenllchaam betreft. Dit willen wij voorkomen. 
In fase 1 wordt, net als in fase 4, gebruik gemaakt van vrouwelijke dieren. Doordat het al zeer lastig Is, volgens de ervaringsdeskundige om deze dieren iv te 

lJrljecteren, willen we de trainlngsomstandigheden zo veel mogelijk gelljk houden met fase 4. 

IC. Hergebruik - ~ -

I Is er hergebruik van dieren? ~ 
L181 Nee._ga door met_vraag_D. _ __ 

D Ja > Geef aan op basis van welke overwegingen he~gebruik In dit geval acceptabel wordt geacht. 
- - - T 

In Fase 4 is het van belang dater naive dieren gebulkt worden, In verband met reactle op chemotherapie en radlotherapie. Vandaar dat In Fase 1 ook naive 
dieren gebuikt worden, zodat de oefen omstandigheden zo ~eel mo_g~k overeen komen met de r.v. inj ecties in Fase 4~·------------

lts er In het voorgaande of in het geplande gebruik s~rake van (of een rlsico van) ernstlg ongerief? -- -- ---i- -- ----- -- ·_::_'-'-"-'-'---------------------
LO Nee • 

I O Ja>~~~n~~~s~nw~~o~rw~i~~~~eb~ik lndltg~al_a_c_~~p_t_a_b_e_lw_o_~_t~g~e_a_c_h_~-----------------------

ID. Vervanging, vern:-1!'.~ering en verfijnlng 
-~-------

I 
Laat zien hoe de toepasslng van methoden voor vervanglng, vermindering en verfijning zijn meegewogen bij het bepalen van de experlmentele strategie, de 

. keuze van de dleren en de opzet van de dle!])roef en welk keuzes daarbij zijn ge::.:.m~aa=:.:k:.:.:t:..:... ___ ____ _ 

Vervanging : 
Voorafgaande aan dit onderzoeksprotocol is de combinatie van doxorublcine/ThermoDox, hyperthermie en radiotheraple in vitro onderzocht (artlkel In 
voorbereidlng). Hlerblj Is het concept van de lokale afglfte van radiosensitizer in combinatle van radiotherapie in vitro getest. De beperking hierbij Is echter 
dat hyperthermie naast een effect op cellen ook een effect heeft op de organen, waaronder het verhogen van de bloed toevoer, zuurstof In de tumor en 
permeabilltelt Jn de vaten. Dlt kan in vitro nlet onderzocht worden. Daarnaast is het in vitro niet mogelljk om toxlclteit in normaal weefsel te onderzoeken. 
Vandaar deze in vivo stud le. 
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Verminderlng: 
Door statistische berekenlngen worden er voldoende, maar 'nlet teveel, dleren per groep meegenomen, zodat deze voldoende zou zijn om goede conclusles te 
kunnen trekken. I 
Er wordt gewerkt met het "randomized block design" wat leJdt tot een grotere accuraatheid. Een blok wordt gezlen als een bestelling dleren. Deze dleren van 
een bestelling worden geinjecteerd met tumorcellen. Op het moment van behandeling worden de tumoren die aan de exclusle criteria voldoen erult gehaald. 
De rest wordt verdeeld via randomized block design. Alie dieren ult 1 bestelling worden geinjecteerd door 1 persoon. 

Daarnaast hebben we reeds in fase 2 de verwarmingsmethJde (I.e. waterbad op 42°C) geoptimaliseerd. Daarom verwachten we zeer beperkte tot geen uitval 
van dieren door technische problemen bij het uitvoeren van: de hyperthermie experlmenten. Uit de resultaten van fase 3, ook reeds uitgevoerd, is 
geconcludeerd dat 2,5 mg/kg doxorubiclne, DOXIL of ThermoDox en een bestralingsdosls van 8 Gy door de dleren goed wordt verdragen. De tumor verdwijnt 
nlet volledig blj deze behandelrngen, zodat het mogelijk is om het combinatie effect van chemotherapie en radiotheraple te onderzoeken. 

Verfijning: l 
De dieren worden regelmatig gecontroleerd en als dat nodig is, wordt pijnstilling toegepast. Er worden dieren met een gewlcht tussen de 17 en 20 gram 
gebruik~waarvanwewe~ndatdezedebehandcling_goed~ankunne~~d~a=t~a_u_i_t _~_s_e_3 ___________________________ _ 

IGeef aan welke maatregelen zijn genomen om de kans op pijn, lijden of angst bij de dieren en de kans op nadelige milieueffecten tot een minimum te 
~P-erken. I 
Gevoelige, pijnlijke en/of stressvolle handelingen worden zoveel mogelijk uitgevoerd onder anesthesle. Daarnaast warden de dieren regelmatig gecontroleerd 
en getraind op fixatle. Hierdoor wordt welzljnscontrole niet als stressvol meer ervaren. 

Herhaling en duplicering 

E. Herhaling 

l Geef aan hoe is_nagegaa..n_o_t..Q_e~e dlerpr_oeven_ni~al eerde(_zijn ultgeyoerd. Ind~n ~C!Jl_toepassing_g!'!.ef.aar:i_waarom__duj:!llcatte noodzakelij~k""'is=.,_ ____ _ 

n.v.t. 

Huisvesting en verzorging 

F. Huisvesting en verzorglng 

Lworden de dieren anders dan volgens de eisen in bijlage 11( van de rlchtlijn 2010/63/EU gehuisvest en/of verzorg._d_? _______________ _ 

la~.ee . 
D Ja > Geef, lndien dit kan resulteren In nadelige effecten op het dierenwelzljn, aan op welke wijze de dieren warden gehuisvest en verzorgd en motlveer 
dekeuzeomaftewijkenvan deeisen in boveng! noemde ~~g~e_I_II_. ________________________________ _ 

~--- - I I G. Plaats waar de dleren worden gehuisvest 
t 

Worden de dlerproeven geheel of gedeeltelijk uitgevoerd bij een inrlchting die niet ender de rechtstreekse verantwoordelijkheld van een 
lnstellingsvergunninghouder Wad valt? I 

IJ8J NeJ! > Ga ver.d_er met vraag H. 
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I D Ja > Geef aan wat voor bedrijf of instelllng dit betre~. 
·--'-'-'-'~~!-=.;_~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

- ----- r--
1 Waarom is hiervoor gekozen en hoe wordt een adequate huisvesting, verzorging en behandellng van de dleren gewaarborgd? 

I l 
I 

Ongeriefinschatting/ humane eindpunten 

I H. Pijn en pjjnbestrijding ! _________________________________ _ 
I Valt te voorzien dater pljn kan optreden bij de dieren? l 
l D Nee > Ga verder met vraa_g I. r- - -

I 

Ll8l.2! > Worden in dat geval verdovlng,_~jnstllling enLof and~pijnverlichtings~methoden_ toege~a~?-
1 D Nee > Motlveer dan waarom geen r!)jnverlichtingsmethoden worden toeg~~...;..a"""st.;..;.. ___________________ _ 

I 
I 18] Ja > Geef dan aan welke pijnverlichtingshiethoden worden toegepast en op welke wijze wordt verzekerd dat dit op een optlmale 
l!!Jjze gebeurt. 

lVerwachtte pij nlijke handelingen warden onder anesthesie ultgevoerd. Mocht blijken dat de dleren toch pljn ondervinden, dan wordt een geschikte pijnstille_r _ 
gegeven (e.g. NSAID) I 

l{~~a~~~wnhe~~~en~~~e~i------------------------------------

[ Welke eventuele and ere vormen van welzijnsaantasting warden voorzien? 

Fase 1 

-Bloeduitstortingen in de staart vanwege iv injectie 

Fase4 
1. Tumor groei 
2. Gewichtsafname t.g.v. behandeling 
3. Aantasting van de huid over de t umor of mogelijk open gaan van de tumor 
4. Ulcereren van de tumor t.g.v. tumor groei I 
5. Zwelling en/of roodheid van de poot t.g.v. hyperthermie behandeling 

G~a.anw~dem~~oo~~nhie~nz~u-n-.--r----~~-----------------------------

Fase 1 
- Bij de trainingen warden de dieren per keer meerdere k~ren iv geinjecteerd. Dit gaat nog wet eens mis, waardoor er bloeduitstortingen kunnen ontstaan. 

Fase4 
1. Vanwege injectie met HT1080 cellen zal er een tumo~ gaan groeien op de achterpoot 
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2. Bijwerking van radiosensitizer en radiotherapie 
3. Tumorgroei in combinatie met bijwerkingen van radiosensitizer en radiotherapie 
4. Druk t.g.v. tumorgroei eventueel in combinatie met ~diotherapie 
5. De~~~wn~w~~~oomWn~em~b~erk~_e_n_v_a_n_ra_d_i_o_se_n_s_lt_iz_e_r_e_n_ra_d_i_o_th_e_r_a~~-~----------------------

1 Beschrljf welke maatregelen warden genomen om deze schadelljke effecten te voorkomen of waar mogelij'""'k"""'t.;;..e..;..m;.;.;l=n""-im=a=l=is=e;.;_re=n=.-------------

Fase l I 
-De training wordt gegeven door een ervaringsdeskundige in het iv injecteren, waardoor het ongerief zo klein mogelijk blijft. De dieren warden na iv injectie 

goed in de gaten gehouden. · 

Fase4 
1. Dieren warden minimaal 2 tot 3 keer per week (afha~kelijk van voor of na de behandeling) gecontroleerd 
2. De dieren krijgen standaard een week vanaf behandJling weekbrokken (geweekte brokken) in het verblijf ter ondersteuning van hun eetlust. Dit heeft in 

de vorige fase goed gewerkt om het gewichtsverlies te verminderen. 
3. Geed blijven controleren; mogelijk huid vettig houder' met vaseline. Bij blijvend open gaan van de tumor wordt het Humane Eind Punt (HEP) bereikt 
4. Idem punt 2 
5. Door de poot tijdens de hyperthermie behandeling i~ te smeren met vaseline wordt de directe blootstelling van de huid aan het water zo veel mogelijk 

beperkt, terwijl de temperatuur in de tumor hier geen hinder aan ondervindt. De zwelling en/of roodheid trekt na een paar dagen weg. Dit vindt plaats 
gedurende de eerste week na behandeling, gedurende deze periode hebben de dieren weekbrokken waardoor ze niet hoeven te klimmen in het rooster, 
zoals al bij punt 1 aangegeven. ' 

I J.HumaneeindP-~U~n~t~e"-------------1------------------------------------
Valt te voorzlen dat zlch bij deze dlerproef omstandlghedetj voordoen waarblj het toepassen van humane elndpunten geindlceerd Is om verder lijden van de 
dleren te voorkomen? 

L181 Nee > Ga verder met vraag_ K. 
1-- ' 

181 Ja > Geef aan welke criteria hierblj warden gehanteerd. 

Fase 1 
Geen verwachtte omstandigheden waarbij het HEP ge"induceerd wordt. 

Fase 4 
Omstandigheden waarbij het HEP gei'nduceerd wordt: 

-Tumor volume> 1000 mm3 
I 

-> 15% gewichtsverlies binnen 2-3 dagen OF> 20% gewichtsverlies ten opzichte van dag O 

- Verminderde activiteit bij controle > 1 dag I 
-Ulceratie van de tumor, waarbij de tumor niet 'schoon' open gaat en niet snel dicht trekt 
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L 
· Kllnische verschljnselen met ernstig ongerief. (n/et waargenomen in Fase 3) 

_. -Metastaseren van de tumor (niet waargenomen in Fase 3} _________ _ 

I Welk perc~~~ge van de dieren loopt kans deze criteria te halen? 

I We verwac:hten dat 5% tot 10% van de dieren, afhankelijk van de groep, HEP zal berelken. 
Hier is in de aanvraag van het aantal dieren rekening mee gehouden. 

I K. Classificatie van ongerief 

1 
Geef aan -ho~in h~t licht van alle hlerboven beschrev~~ negatieve effecten het cumulatlef ongerief wordt geclassificeerd i;;" t~rme~ ~an 
'terminaal~ .. 'licht~_ 'matig' of 'ernstig' ongerief:._ _ _ _ _ _ _ _ 

~
se 1. Matlg ongerief .. Tijdens het oefenen van de iv injecties worden de dieren onder anesthesle gebracht om Fase 4 zo goed mogelljk te slmuleren. De 
fenperiodes, ender anesthesle, zullen maximaal 5 keer per dier plaatsvinden. 
se 4. Matlg ongerief. Dieren worden geinjecteerd met tumor cellen, waardoor er een tumor gaat groeien. Daarnaast gaan de dleren verschillende malen 
der anesthesie, waarvan ze moeten herstellen. Dleren ondervinden ongerief vanwege tumor groei, behandelingen met radiosensitizer en bloedafname. 

- ' 

I Einde experiment 

Lb_wijze van doden 
I Worden de dieren =a-'-ls_o_n_d_e-rd- eel van het experim; nt-;;f na ~floop van het experiment gedood? 

Ll81 Nee> Ga verd;°r-;;;tde ondert-;ke~ing~ ' 

_ ~ Ja > Geef aan waarom het doden van dieren als elndpunt essentieel is voor deze proef. 

Fase 1 
Dleren warden niet gedood en kunnen worden hergebruikt 

Fase 4 
J ul'!lor:....en_or_g_anen_worden _ _gebruikt voor ex:.vivo_analY._se • _ 
Wordt er een methode(n) van doden uit bijlage IV van richtlijn 2010/63/EU toegepast? - ----t - - ----

D Nee > Beschrijf de euthanasiemethode en onderbouw de keuze hierv....QPr. 

L. 
181 Ja 
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A. Algemene gegevens over de procedure 

1. Aanvraagnummer : 2017 .Il.504.043 

2. Titel van het project : Lokale radiosensitizer afgifte met behulp van hyperthermie 

DEC 
UTRECHT 

3. Titel van de NTS : Lokale radiosensitizer afgifte in combinatie met radiotherapie 

4. Type aanvraag: 

~ nieuwe aanvraag projectvergunning 

D wijziging van vergunning met nummer : 

5. Contactgegevens DEC 

Naam DEC 

Telefoonnummer contactpersoon 

Emailadres contactpersoon 

6. Adviestraject (data dd-mm-lii.i): 

IZ! ontvangen door DEC: 04-10-2017 

D aanvraag compleet: 

~in vergadering besproken: 25-10-2017 

D anderszins behandeld: 

: DEC Utrecht 

: 088 - 75 59 247 

: dec-utrecht@umcutrecht.nl 

~ termijnonderbreking{en) van I tot: 09-11-2017 /13-11-2017 

D besluit van CCD tot verlenging van de totale adviestermijn met max. 15 werkdagen: 

D aanpassing aanvraag: 

~ advies aan CCD: 29-11-2017 

______ 7"-'.0....:D"""'e=--=aa=n~v~ra=a~g is afgestemd met de IvD en deze is hiermee akkoord. 

8. Eventueel horen van aanvrager 

- Datum: 25-10-2017 

- Plaats: Utrecht 

- Aantal aanwezige DEC-leden: 7 

- Aanwezige (namens) aanvrager: verantwoordelijk onderzoeker +art. 9 onderzoeker 

- Gestelde vragen en verstrekte antwoorden: 

• In de aanvraag schrijven onderzoekers dat de translatiekracht niet groat is, want 

hyperthermie bij de patient wordt straks op een andere manier (HIFU) bewerkstelligd dan 

dat bij de dieren gebeurd. De DEC vraagt zich af of de onderzoeker na dit project direct 

naar de patient gaan of dat nag weer dierproeven nodig zijn? Hoe ziet het vervolg eruit? 

Onderzoekers geven aan na dit project naar de dierenkliniek te gaan als tussenstap. Daar zijn 
veel honden (veterinaire patienten) die dit type sarcoma's hebben. Chemoradiotherapie wordt 
in de veterinaire praktijk al toegepast, wat nieuw zou zijn is het lokaal positioneren van de 
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radiosensitizer. Dot de radiosensitizer werkt is al bekend. Het goat echt om het lokaal 
deponeren van de radiosensitizer en daardoor het verminderen van de toxiciteit. 
Er is reeds contact met de veterinaire artsen en radiotherapie. 
Onderzoekers gaan dus van proof-of-principle naar echte patienten, met de hond als 

translatie slag. 

• Veiwachten onderzoekers dat de manier van veiwarmen van de tumor niet uitmaakt? 

Dat klopt, volgens onderzoekers goat het om het verwarmen, niet om de manier waarop. In 
de veterinaire praktijk zal gebruik warden gemaakt van HIFU, lets wot bij de muizen praktisch 
niet mogelijk is omdat zij te klein zijn. 

• De DEC legt uit dat het berekend aantal dieren voor fase 4 niet lijkt te kloppen. 

Onderzoekers geven in de aanvraag aan dater 20% uitval is, maar feitelijk wordt bedoeld 

dat 20% valt ender een exclusie criterium namelijk een niet geed gegroeide of geplaatste 

tumor, een hele andere benadering. Wanneer bijvoorbeeld, 400 dieren nodig zijn en de 

veiwachting is dat 15% (20% - 5% humaan eindpunt) in het exclusie criterium valt, dan 

houdtje X aantal dieren over die vervolgens via een randomized blockdesign verdeeld 

warden over de behandelgroepen. Daarmee wordt het extra aantal dieren datje nodig hebt 

verkleind en kan het overall percentage van dieren die niet gebruikt kunnen worden naar 

beneden warden gebracht. 

De DEC geeft tevens aan bij de humane eindpunten t e missen dat tumoren gaan ulcereren 

of grater groeien, etc. en dat volgens de code of practice code of practice een 

uitvalspercentage is berekend (5%). Dit percentage kunnen onderzoekers eventueel neg 

nader specificeren omdat de veiwachting is dat in de combinatie behandelde groep de 

therapie aanslaat en in de saline behandelde groep behandelgroep wel hogere uitval is. 

• Voor het trainen van medewerkers wordt fysiologisch zout gebruikt, teiwijl de moeilijkheid 

zit in het toedienen van een visceuse stof. 

Onderzoekers geven aon dot een visceuse stof maar een keer kan warden toegediend. Om het 
aantal dieren te besparen is gekozen voor fysiologisch zout Het trainen start met het zoeken 
van het vat en don lets injecteren. Onderzoekers geven bovendien aan dot de 
chemotheurapeutica vooral viskeus waren bij een hoge dosis en dot is in dit onderzoek niet 
oan de orde. 

• Onderzoekers vragen het project aan voor de duur van 4 jaar. Dat lijkt wat aan de lange 

kant. Kunt u dit nader toelichten? 

Wanneer 2 personen fulltime aan het project zouden werken is het haalbaar in een joar, moor 
er is slechts een persoon die niet fulltime aan het project kon werken en 4 jaar lijkt haalbaar, 
zonder dat verlenging hoeft te warden aangevraagd. 

- Het horen van de aanvrager heeft geleid tot aanpassing van de aanvraag. 
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9. Correspondentie met de aanvrager 

- Datum vragen: 09-11-2017 

- Datum antwoord: 13-11-2017 

- Gestelde vragen en antwoorden: 

Projectvoorstel 

• Algemeen: U vraagt het project aan voor de duur van 4 jaar. Oat lijkt wat aan de lange 

kant. Kunt u dit nader toelichten? 

Zoals aangegeven in de bijlage warden er 440 dieren behandeld. Uit ervaring uit een vorig 
onderzoeksplan is gebleken dat het haalbaar is om 20 di~~en per maand te behandelen, in 
totaal 22 maanden, als er continu doorgegaan wordt met het onderzoek. Met toevoeging 
van vakanties en overleving van follow up dieren komen we uit op 2,5 jaar. In de tussentijd 
zal het project overgedragen warden aan een nieuwe PhD student. We verwachten dat hier 
maximaal 1,5 jaar voor nodig is. Vandaar dat we een aanvraag indienen voor 4 jaar. Dit is 
opgenomen in achtergrond algemene projectbeschrijving. 

• 3.1 Achtergrond: De DEC adviseert u aan om in de achtergrond al aan te geven dat dit al 

een reeds lopend project is en dat het niet afgerond kan worden voor 1 januari 2018, wat 

er reeds aan onderzoek gedaan is, en dat het gaat om een afsluitend/proof-of-principle 

project, waarbij u vervolgens een brug maakt naar de kliniek (translatie), met de hond als 

translatie slag. 

De achtergrond is aangepast. 
• 3.2 Doel: Het uiteindelijke doel en belang voor de patient wordt te weinig uitgelegd. 

Graag nog aandacht aan besteden. 

Het uiteindelijke doe[ en belong voor de patient is nader verwerkt bij 3.3 Belong. 
• 3.3 Belang: Hier graag ook duidelijker aangeven wat het belang van dit onderzoek is voor 

de toekomst; voor verder onderzoek. 

Bij 3.3 Belong is het wetenschoppelijke belong opgenomen. 
• 3.4 Onderzoeksstrategie: Voor wat betreft de training zegt u dat de viscositeit van de 

---------D0Xlb-en-ThermoDox-toediening-nog-moeilijker maakt, maar u-oefent-vervolgens-met----

fysiologisch zout. Tijdens het gesprek heeft u aangegeven dat de chemotherapeutica 

viskeus waren bij een hoge dosis en dat dat in deze aanvraag niet aan de orde is. Graag 

verhelderen. 

De viscositeit van DOX/l en ThermoDox waren inderdaad een probleem bij de hogere 
concentraties (5 en 10 mg/kg). Tijdens fase 4 wordt gebruik gemaakt van een concentratie 
van 2,5 mg/kg, waardoor de problemen met viscositeit geen rot meer spelen. Om 
verwarring te voorkomen is dit nu weggehaald. 

• 3.4 Onderzoeksstrategie: Ook geeft u aan dat een persoon alvast begint met het 

injecteren en later (wanneer meer personen bekwaam zijn) meerdere personen de muizen 

injecteren. Wordt hiermee geen ongewenste variatie gecreeerd? Is het niet beter om te 

wachten totdat alle personen getraind zijn en dan random in te zetten? Graag uw visie. 

Op het moment is er een persoon aanwezig die iv injecties in de naakte muis goed kan 
uitvoeren. Wij blijven van mening dat de experimenten uit Fase 4 gestart kunnen warden. 
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doordat er een persoon aanwezig is die iv injecties kan toedienen. Om te vaorkomen dater 
hierdoor ongewenste variatie wordt gecreeerd, warden er (in fase 4) per bestelling 1 dier ult 
elke groep behandeld en alle dieren van 1 bestelling warden behandeld door 1 persoon. Dit 
is aangepast/opgenomen in zowel het projectvoorstel ols in de bijlage. 

Bij lage 1 

• A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters: Als secundaire uitkomstmaat 

wordt genoemd de welzljnseffecten van de behandeling. Het is de DEC niet duidelijk wat 

u hiermee bedoelt. Graag nader duiden en aangeven hoe dat gemeten wordt. 

Onder welzijnseffecten die bekeken worden als secundaire uitkomstmaat vallen 
gewichtsverlies of gewichtstoename, uiterlijk van de huid over de tumor (deze wordt 
beoordeeld aan de hand van een scoringstabel ult de literatuur). Dit is 
aangepast/opgenomen in de bijlage. 

• A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters: Ten behoeve van de helderheid 

zou de DEC het op prijs stellen als u een tijdbalk opneemt in de bijlage. 

In de experimentele aanpak is een tijdbalk opgenomen. Behandelingen en geschatte 
tijdsduur is hierin opgenomen. 

• A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters: Bij de berekening van het 

aantal dieren schrijft u: Aantal dieren per groep zonder uitval is (15 + 3 histo (t=O) + 3 

histo (t=x)) = 21 dieren per groep. Het is de DEC niet helder wat u met 3 histo bedoelt 

Voor de secundaire parameters wordt gekeken naar toxiciteit en cancentratie radiosensitizer 
(doxorubicine) in de tumor en in de organen. De concentratie radiosensitizer in de tumor en 
toxiciteit aan de huid kunnen alleen bepaald warden door de dieren te termineren. Dit 
wordt gedaan op 2 tijdspunten. T =0 en T ;;x. Per tijdstlp warden 3 dieren gebruikt. Vandaar 
de '3 histo' per tijdspunt. Dit is aangepast/verheldert in het huidige protocol 

• A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters: Het is nlet helder waar de 

alpha van 0,01 op is gebaseerd. Graag toelichten. 

De alpha 0.01 voor de statistische berekeningen is gebaseerd op dat er meerdere testen 
gedaan warden met deze data. Bij een enkele test is een alpha van 0.05 voldoende. Doordat 
we in dit experiment 4 testen ult willen voeren, moet een Bonfferoni correctie toegepast 
warden, waardoor er een nieuwe alpha (oude alpha (0.05)/aantal vergelijkingen 4 =) 0.01 
wordt. 

• A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters: 

o De DEC vraagt zich af of de tumor niet in alle dieren kan warden geent, en de dieren 

pas warden verdeeld nadat is vastgesteld of de groei voldoet aan de gestelde eis. Dit 

scheelt veel dieren. 

o U geeft aan dat er 20% uitval is, maar feitelijk bedoelt u dat 20% valt onder een 

exclusie criterium namelijk een niet geed gegroeide of geplaatste tumor, een hele 

andere benadering. Wanneer u, bijvoorbeeld, 400 dieren nodig heeft, daar verwacht u 

van dat 15% (20% - 5% humaan eindpunt) in het exclusie criterium valt, dan houdtje 

X aantal dieren over die vervolgens via een randomized blockdesign verdeeld warden 
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over de behandelgroepen. Daarmee verkleinje het aantal extra dieren datje nodig 

hebt en kan het overall percentage van dieren die je niet kunt gebruiken naar 

beneden gebracht warden. 

Het is zeker de bedoeling om op de manier te werk te goon zoals u aangeeft. De 
berekeningen zijn aangepast. Per groep is eerst de verwachte uitval berekend. We 
verwachten dot dit afhangt van de behandeling. We verwachten in de combinatie 
groepen meer problemen, vooral doordat de doxorubicine niet alleen een effect heeft op 
de tumor, moor ook op het normale weefsel Daarna is er een exclusie criteria, van 15%, 
berekend. We komen met de nieuwe berekening uit op 440 dieren voor Fase 4. Dit is 

aangepast/verwerkt onder de statistische berekening. 
• D. Vervanging, vermindering en verfuning: U schrijft: Er wordt gewerkt met het 

"randomized block design" wat leidt tot een grotere accuraatheid. Als blok wordt gezien 

een bestelling van een groep dieren. Deze zin lijkt niet te kloppen. Graag nogmaals 

aandacht aan schenken. 

• Groep is in de zin 'Als blok wordt gezien een bestelling van een groep dieren' ongelukkig 
gekozen. Hiermee wordt bedoeld dot als blok, in het randomized block design, een 
bestelling dieren wordt gezien. Deze dieren uit de bestelling warden allemaal subcutaan 
gel'njecteerd met cellen waardoor er een tumor ontstaat. Zoals hierboven aangegeven 
verwachten we dot 15% van deze dieren aan een exclusie criteria voldoet. Na de dieren die 
aan het exclusie criteria eruit gehaald te hebben, wordt de rest verdeeld over de 
verschillende groepen voor de specifieke behandeling. Dit is aangepast/verwerkt in het 
huidige protocol 

• H. Pijn en pijnbestrijding: Bij A (Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters) 

zegt u dat: "Gedurende het voorgaande onderzoeksplan hebben we ervaren dat niet alle 

tumoren aanslaan of op een onbehandelbare plaats zitten." Bij H zegt u vervolgens dat 

tumoren op andere plekken in het lichaam niet eerder zijn gezien. Dit lijkt een 

discrepantie, graag verhelderen en aangeven op wat voor soort plekken u tumoren 

---------tegenkwam. -

In de aanpak en primaire uitkomstparameters wordt inderdaad aangegeven dot we uit 
ervaring weten dat niet alien tumoren aanslaan of op een onbehandelbare plaats opkomen. 
Hier wordt echter nier mee bedoeld dot de tumor metastaseert, moor doordat de cellen 
subcutaan geinjecteerd warden in de achterpoot, verschijnen sommige tumoren in de flank 
in plaats van de achterpoot. Het metastaseren van de tumoren hebben we tot nu toe nag 
niet meegemaakt. Dit is aangepast en verduidelijkt in het huidige protocol. 

• J. Humane eindpunten: Bij de humane eindpunten wordt niet genoemd dat tumoren gaan 

ulcereren of grater groeien, etc. en dat volgens de code of practice een uitvalspercentage 

is berekend (5%). Eventueel kunt u dit percentage neg nader specificeren omdat de 

verwachting is dat in de combi behandelde groep de therapie aanslaat en in de saline 

behandelde groep behandelgroep wel uitval is. 

De uitvalspercentages zijn onder A. Experimentele aanpak, statistische bepalingen nader 
toegelicht. Toegevoegd aan humane eindpunten is het groeien en ulcereren van de tumor. 
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• K. Classificatie van ongerief: Het ongerief als gevolg van de tumor wordt hier niet 

genoemd. Graag alsnog opnemen. 

Bif classificatie van ongerief is het groeien van een tumor toegevoegd. 
• K. Classificatie van ongerief: Het ongerief voor de trainingsdieren dient nag te warden 

aangegeven. 

Bij classificatie van ongerief is het ongerief van de trainingsdieren toegevoegd. 
• l. Wijze van doden: Graag oak aangeven wat er met de trainingsdieren gebeurt na afloop 

van de training. 

Na overleg met de lvD is nu opgenomen dat de trainingsdieren na afloop hergebruikt 
kunnen warden. Voor de dieren uit fase 4 verandert verder niets. 

Niet Technische Samenvatting 

• Algemeen: De DEC verzoekt u de NTS opnieuw te schrljven en daarbij geed te letten op 

taalgebruik. Een zin als: Er wordt vooraf nagedacht over de experimenten lijkt een open 

deur en kunt u beter vermijden. En een term als chemotherapeuticum/chemotherapeutica 

is te ingewikkeld voor een leek en dient u te vermijden of uit te leggen. 

De NTS is volledig herschreven. 
- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag. 

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

- Aard expertise: 

- Deskundigheid expert: 

- Datum verzoek: 

- Strekking van het verzoek: 

- Datum expert advies: 

- Advies expert: 

B. Beoordeling Cadviesvraag en behandeling) 

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

2. De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag. 

3. De DEC is competent om hierover te adviseren. 

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

C. Beoordeling finhoudl: 

1. De aanvraag is toetsbaar en heeft voldoende samenhang. Het betreft de laatste fase van een 

project dat eerder door de DEC is beoordeeld en goedgekeurd en niet kon warden afgerond 

v66r 1 januari 2018. 

Radiotherapie, alleen of in combinatie met een andere modaliteit zoals chemotherapie of 

chirurgie, is een veel gebruikte therapie voor het behandelen van lokale tumoren. De effectiviteit 

van radiotherapie kan warden verhoogd door deze te combineren met een radiosensitizer, 

chemoradiotherapie genoemd. Chemoradiotherapie zorgt echter ook voor veel bijwerkingen, 
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omdat veelal radiosensitizers gebruikt worden die, naast het effect van een verhoogde 

gevoeligheid voor ioniserende strafing, zelf ook een direct toxisch effect hebben op de cellen en 

daarmee gezond weefsel aantasten. De toxiciteit van de radiosensitizer kan warden verminderd 

door gebruik te maken van conventionele liposomen of temperatuur gevoelige liposomen. Het 

gebruik van liposomen heeft (vermoedelijk) niet alleen effect op de toxiciteit, maar ook op de 

effectiviteit van de therapie doordat zij zorgen voor ophoping van de radiosensitizers in de 

tumor. De radiosensitizer die in deze studie gebruikt zal warden is doxorubicine (DOX). Wanneer 

conventionele liposomen warden geladen met DOX (DOXIL) wordt ophoping in de tumor 

veroorzaakt door het Enhanced Permeability and Retention (EPR) effect. Wanneer temperatuur 

gevoelige liposomen worden geladen met DOX (ThermoDox), komt de DOX relatief snel vrij in 

de tumor wanneer deze verwarmd wordt tot een temperatuur boven de 40 °C. 

Voorgaand in vivo onderzoek heeft al laten zien dat een verhoogde concentratie DOX, DOXIL of 

ThermoDox zorgt voor een verminderde tumorgroei metals gevolg een toename in overleving 

van de dieren. Daarnaast zorgen DOXIL en ThermoDox voor een verbeterde overleving ten 

opzichte van DOX. De toxiciteit is in dit onderzoek niet meegenomen. In dit project willen 

onderzoekers het concept van lokale afgifte van een radiosensitizer uit een liposoom verder 

onderzoeken om de effectiviteit van radiotherapie te verbeteren en de toxiciteit in het gezonde 

weefsel te verminderen. De aanvraag komt qua structuur overeen met voorbeeld 48 uit de 

handreiking 'Handreiking lnvulling Definitie Project'. 

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

de dierexperimenten in de weg zou kunnen staan. 

3. De in de aanvraag aangekruiste doelcategorieen sluiten aan bij de hoofddoelstellingen. 

Belangen en waarden 

4. Het directe doel van het project is onderzoek doen naar 1) de effectiviteit van lokale afg,_ift_e_ va_n ___ _ 

een radiosensitizer uit een liposoom (DOXIL en ThermoDox) in combinatie met radiotherapie 

ten opzichte van vrij toegediende radiosensitizer (DOX) in combinatie met conventionele 

radiotherapie en 2) vermindering van de toxiciteit van lokale afgifte t.o.v. vrije toediening van 

een radiosensitizer. Het uiteindelijke doel van het project is het vinden van de meest optimale 

behandelmethode teneinde de overlevingskansen van patienten met een tumorte vergroten. 

Het voorliggende project is een proof-of-principle studie. Hierna zullen onderzoekers naar de 

veterinaire kliniek gaan als tussenstap voor toepassing in de humane patient. In de veterinaire 

kliniek zijn veel honden die het type sarcoma's hebben dat met chemoradiotherapie behandeld 

kan warden. Chemoradiotherapie wordt in de veterinaire praktijk al toegepast, wat nieuw zou 

zijn is het lokaal positioneren van de radiosensitizer. Dat de radiosensitizer werkt is overigens al 

bekend. Het gaat echt om het lokaal deponeren van de radiosensitizer en daardoor het 

verminderen van de toxiciteit. Er is reeds contact met de veterinaire artsen en radiotherapie. 

De DEC is van mening dater in voldoende mate een relatie is tussen het directe doel en het 

uiteindelijke doel. Het directe doel is gerechtvaardigd in de context van dit onderzoeksveld. 
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5. De belangrijkste belanghebbenden in dit onderzoeksproject zijn: de proefdieren, het 

onderzoeksveld en patienten die behandeld moeten warden voor een lokale tumor. Voor de 

proefdieren geldt dat hun welzijn en integriteit warden aangetast. De dieren zullen beperkt 

warden in hun natuurlijke gedrag en gedurende de proeven zul len de dieren stress ondervinden 

en pijn ervaren. De dieren zullen in het kader van het onderzoek gedood warden. 

Voor de proefdieren zijn er dus slechts negatieve morele waarden als welzijn (stress) en 

rechtvaardigheid (intrinsieke waarde en integriteit) in het geding. 

De morele waarden die voor de patienten warden bevorderd zijn: welzljn (kwaliteit van leven) en 

rechtvaardigheid (beschikbaarheid van een doeltreffende therapeutische behandelingen). 

Veel kankerpatienten krljgen te maken met radiotherapie tijdens hun behandeling. De 

ioniserende straling doodt echter niet alleen de kankercellen, maar ook de omliggende gezonde 

cellen. In dit project wordt een methode getest, die de preclsie van radiotherapie verhoogt door 

middel van liposomen en hyperthermie. Op deze manier warden kankercellen beter gedood en 

gezonde cellen gespaard, wat ertoe kan leiden dat kankerpatienten langer (ziektevrij) kunnen 

overleven en/of de kwaliteit van leven van kankerpatienten aanzienlijk wordt bevorderd. 

Voor het onderzoeksveld geldt dat het publiceren van belangrijke nieuwe wetenschappelijke 

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

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

onderzoeksveld zelf van belang geacht warden, maar dient naar de mening van de DEC geen rol 

te spelen in de ethische afweging over de toelaatbaarheid van het gebruik van proefdieren. 

6. De DEC ziet geen aanleiding om de in de aanvraag beschreven effecten op het milieu in twijfel 

te trekken. 

Proe(opzet en haalbaarheid 

7. De o nderzoeksgroep heeft reeds lange t ijd ervaring met de toediening van chemotherapeutica 

onder beeldvorming en de lokale afgifte van een radiosensit izer. Zo zijn recentelijk twee fasen 

van onderzoek afgerond, waarin de optimale hyperthermie set-up en de optimale dosis voor de 

radiosensitizer en radiotherapie bepaald zijn. Tevens zijn er samenwerkingsverbanden, 

waaronder met de veterinaire praktijk. De DEC is derhalve van mening dat de kennis en kunde 

van de onderzoeksgroep en andere betrokkenen bij de dierproeven voldoende zijn 

gewaarborgd en eraan bijdragen dat de doelstellingen behaald kunnen warden, dat aan de 3V

beginselen voldaan kan warden en dat voorkomen kan warden dat mens, dier en milieu 

negatieve effecten ondervinden als gevolg van de dierproeven. 

8. In de aanvraag is duidelijk uiteengezet water in vorige proj ecten reeds onderzocht is en wat 

men in dit project nog gaat onderzoeken. Daarbij is helder aangegeven met behulp van welke 

onderzoeksst appen en-technieken de onderzoeksvragen beantwoord zullen warden. De DEC is 

van mening dat deze twee onderzoeksvragen logisch met elkaar samenhangen en terecht 

onderdeel zijn van een en hetzelfde project, omdat zij samen een goed beeld schetsen van de 

werkzaamheid en het voordeel van lokale afgifte t.o.v. vrij toegediende radiosensitizer. De ratio, 
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samenhang van het trainen van de benodigde technieken (fase 1) en het feitelijke experiment 

(fase 4) zijn duidelijk toegelicht. 

De DEC heeft gediscussieerd over de vraag of het wenselijk is om het feitelijke experiment (fase 

4) gelijktijdig te starten met de training (fase 1), omdat hiermee mogelijk ongewenste variatie 

gecreeerd kan worden. De DEC heeft de onderzoeker hier een vraag over gesteld en de DEC is 

van mening dat de onderzoekers dit goed opvangen (zie A9}. 

De DEC is derhalve van mening dat het project goed is opgezet, de voorgestelde experimentele 

opzet en uitkomstparameters logisch en helder aansluiten bij de aangegeven doelstellingen en 

dat de gekozen strategie en experimentele aanpak kunnen leiden tot het behalen van de 

doelstelling binnen het kader van het project. 

Welz[jn dieren 

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

omstandigheden of behandeling van de dieren: 

D Bedreigde diersoort(en) (lOe lid 4) 

D Niet-menselijke primaten (lOe) 

D Dieren in/uit het wild (lOf} 

D Niet gefokt voor dierproeven (11, bijlage I EU richtlijn) 

D Zwerfdieren (lOh} 

D Hergebruik (le lid 2) 

D Locatie: buiten instelling vergunninghouder (10g) 

D Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13) 

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

10. De dieren warden gehuisvest en verzorgd op een wijze die voldoet aan de eisen die zijn 

opgenomen in bijlage m van de EU richtlijn. 

11:-Ret cumulatieve ongeriefals gevolg van ae aierproeven is realistiscningescnat en 

geclassificeerd. Het herhaaldelijk ender anesthesie brengen van de dieren t.b.v. het inbrengen 

van de tumorcellen en de tumorgroei, de hyperthermie behandeling en/of de radiotherapie 

en/of de behandeling met een radiosensitizer, het wegen van de dieren en de diverse 

bloedafnames zorgen er cumulatief voor dat de dieren matig ongerief ondervinden. Oak het 

herhaaldelijk (5X) ender anesthesie intra veneus aanprikken van de staartvene (t.b.v. de training) 

geeft matig ongerief. 

12. Dierproeven gaan per definitie gepaard met een aantasting van de integriteit, omdat het dier 

instrumenteel wordt gebruikt, waarbij het ongerief ondergaat en daar zelf verder geen enkel 

voordeel van heeft. Daarnaast wordt de integriteit voor het overgrote deel van de dieren fysiek 

aangetast vanwege het induceren van de tumorcellen, welke uitgroeien tot een humane tumor. 

Het feit dat de muizen naakt zijn kan oak gezien warden als fysieke aantasting. 
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13. De humane eindpunten zijn in de bijlage dierproeven goed gedefinieerd en het percentage 

dieren dat naar verwachting een humaan eindpunt bereikt is goed ingeschat. Na inductie van de 

tumorcellen wordt de tumorgroei, het gewicht en het algeheel welzijn van de dieren frequent 

(2-3 keer per week) gecontroleerd en warden zo nodig maatregelen genomen. De onderzoekers 

maken voor het bepalen van het humane eindpunt gebruik van verschillende criteria, waaronder 

het tumorvolume, een procentuele verlaging van het lichaamsgewicht binnen 2-3 dagen (>15%) 

of t.o.v. dag 0 (>20%), verminderde activiteit en ulceratie van de tumor. Klinische verschijnselen 

met ernstig ongerief en het metastaseren van de tumor zijn ook mogelijk humane eindpunten, 

maar zijn in eerder onderzoek niet waargenomen en warden derhalve oak niet verwacht. Men 

gaat er vanuit dat 5% tot 10% van de dieren, afhankelijk van de groep, het humane eindpunt zal 

bereiken. 

Vanwege de opzet van de training warden in fase 1 geen humane eindpunten verwacht. 

3V's 

14. De aanvrager heeft voldoende aannemelijk gemaakt dater geen geschikte 

vervangingsalternatieven zijn. Voarafgaand aan dit project heeft uitgebreid in vitro onderzoek 

plaatsgevanden. Dit in vitro onderzoek heeft aangetoond dat de combinatie van lokale afgifte 

van een radiosensitizer in combinatie met radiotherapie mogelijk is. Maar vanwege het 

complexe samenspel tussen cellen, weefsels en organen, dat ten grondslag ligt aan de effecten 

van DOX/DOXIL/ThermoDox, al dan niet in combinatie met hyperthermie en al dan niet in 

combinatie met radiotherapie, is het voor dit project noodzakelijk om deze effecten in vivo te 

onderzoeken. 

15. Het aantal te gebruiken dieren is real istisch ingeschat en er is een heldere strategie om ervoor te 

zorgen dat tijdens het project met het kleinst mogelijke aantal dieren wordt gewerkt waarmee 

nog een betrouwbaar resultaat kan warden verkregen. De aanvrager heeft duidelijk uiteengezet 

hoe de statistische berekening van het benodigde aantal dieren tot stand gekomen is. De 

uitsluitingscriteria zijn helder verwoord en meegenomen iilde berekening voor het aantal 

benodigde dieren en er wordt gewerkt met een randomized block design. 

16. Het project is in overeenstemming met de vereiste van verftining van dierproeven en het project 

is zodanig opgezet dat de dierproeven zo humaan mogelijk kunnen warden uitgevoerd. 

Voor de gehele aanvraag geldt dat de Code of Practice Dierproeven in Kankeronderzoek 

gevolgd wordt. De dieren warden nauwlettend gemonitord op welzijn en tumorgroei en er 

warden adequate en op de experimentele handelingen afgestemde anesthesie- en 

analgesieprotocollen toegepast om ongerief zoveel mogelijk te beperken. De dieren krijgen 

aangepast vaedsel (weekbrokjes) aangeboden ter ondersteuning van de eetlust en de poot, 

waarin de tumor groeit, wordt regelmatig met vaseline ingesmeerd om het open gaan van de 

tumor en zwelling/roodheid als gevolg van de hyperthermie behandeling te beperken. 

17. Er is geen sprake van wettelijk vereist onderzoek. 
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Dieren in voorrood gedood en bestemming dieren no afloop proef 

18. Er zullen voor het experiment alleen vrouwelijke dieren gebruikt warden. Om het 

chemotherapeuticum vrij te geven uit de liposomen, warden de dieren gedurende 1 uur op een 

waterbad geplaatst. Bij mannelijke dieren kan dit tot gevolg hebben dat de testes dichtbij of 

zelfs in het wateroppervlakte komen te liggen wat een flinke opwarming van de testes oplevert. 

Bij het gebruik van ThermoDox zou dit betekenen dat oak de testes een hoge dosis DOX 

kunnen krijgen. Ook kan het leiden tot een algehele verhoging van de lichaamstemperatuur 

omdat de testes een relatief groat deel van het muizenlichaam betreft. Beide, ongewenste, 

effecten kunnen voorkomen warden door het uitsluitend gebruik van vrouwelijke dieren. 

Oak voor de training warden alleen vrouwelijke dieren aangevraagd, omdat onderzoekers de 

trainingsomstandigheden zoveel magelijk gelijk willen hauden aan de amstandigheden van het 

experiment. De DEC is er van overtuigd dat de aanvrager in voldaende mate (wetenschappelijk) 

heeft onderbouwd dat het, om de daelstellingen te bereiken, naadzakelijk is om deze proeven 

met alleen vrouwelijke dieren uit te voeren. 

19. De dieren warden in het kader van het project gedood, vanwege isolatie van de tumoren en 

organen voor ex-vivo analyse. De dieren warden volgens een, bijlage IV van de EU richtlijn, 

passende methode gedood. De dieren die gebruikt warden voor de training warden niet 

gedood in het kader van het project. 

20. De vraag over hergebruik is voar de dieren in het experiment (fase 4) niet van toepassing omdat 

de dieren gedaod warden in het kader van het experiment. De dieren die gebruikt warden voor 

de training (fase 1) warden aangeboden voor hergebruik. 

NTS 

21. De niet-technische samenvatting is een evenwichtige weergave van het project en begiijpelij_k ____ _ 

geformuleerd. 
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D. Ethische afweging 

1. De more1e vraag die de DEC dient te beantwoorden is of het belang van dit onderzoek, namelijk 

onderzoek doen naar 1) de effectiviteit van lokale afgifte van een radiosensitizer uit een 

liposoom (DOXIL en ThermoDox) in combinatie met radlotherapie ten opzichte van vrij 

toegediende radiosensitizer (DOX) in combinatie met conventionele radiotherapie en 2) 

vermindering van de toxiciteit van lokale afgifte t.o.v. vrije toediening van een radiosensitizer, de 

onvermijdelijke aantasting van het welzijn en de integriteit van de gebruikte proefdieren kan 

rechtvaardigen. 

2. Er vindt een aanzienlijke aantasting van welzijn en integriteit van de proefdieren plaats, met 

matig ongerief. Daar tegenover staat dat indien de hierboven genoemde doelstellingen behaald 

worden, dit project zal aantonen welke vorm van afgifte van een radiosensitizer in combinatie 

met radiotherapie de meest optima le werking heeft. Met behulp van deze resultaten kan de 

therapie voor de behandeling van lokale tumoren geoptimaliseerd warden, teneinde de 

overlevingskansen van patienten te vergroten. De DEC kent hier veel gewicht aan toe. Tevens zal 

het behalen van de doelstellingen ertoe bijdragen dat de toxiciteit en de daarmee gepaarde 

gaande (ernstige) bijwerkingen verminderd kunnen warden omdat de radiosensitizer alleen in 

de tumor terecht komt en niet in het omliggende gezonde weefsel. Oak dit heeft invloed op een 

langere overleving van patienten of in ieder geval op een verbeterde kwaliteit van leven. De DEC 

kent hier eveneens veel gewicht aan toe. 

Het is aannemelijk dat de fundamentele en translationele doelstelling behaald zal worden. 

Daarvoor is de inzet van proefdieren noodzakelijk, maar de onderzoekers doen al het mogelijke 

om het ongerief voor de dieren en het aantal dieren tot een minimum te beperken. 

3. Op grond van het bovenstaande is de DEC van oordeel dat het bepalen van de meest effectieve 

en minst toxische methode voor het toedienen van een radiosensitizer in combinatie met 

radiotherapie een substantieel belang vertegenwoordigt en dat dit belang opweegt tegen de 

aanzienlijke aantasting van het welzijn en de integriteit van de proefdieren. De commissie is 

overtuigd van de kwaliteit van het werk van de aanvrager. Het project is geed en helder 

opgezet, de verschillende onderzoeksvragen zijn terecht ondergebracht in een project, en het is 

aannemelijk dat de gekozen strategie en experimentele aanpak, binnen de gestelde termijn, 

kunnen leiden tot het behalen van het doel binnen het kader van het project. Helder is dat dit 

project de afsluiting is van een viertal fases en dient als proof-of-princeple. De DEC waardeert 

oak de heldere translatiestrategie die de onderzoekers voor ogen hebben, met de veterinaire 

kliniek als tussenstap alvorens de therapie humaan toe te passen. Vanwege de ervaring van de 

onderzoeksgroep en de samenwerkingsverbanden, is het in de ogen van de DEC reeel dat de 

resultaten uit dit project op termijn bij kunnen dragen aan het uiteindelijke doe! van dit project 

De aanvrager heeft voldoende aannemelijk gemaakt dat verdere vervangingsalternatieven niet 

mogelijk zijn. De DEC is ervan overtuigd dat het gekozen model leidt tot vermindering van het 

aantal benodigde dieren en dat de gebruikte aanpak de meest verfijnde is. Op grond van het 
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bovenstaande is de DEC van oordeel dat het gebruik van de proefdieren zoals beschreven in de 

aanvraag gerechtvaardigd is. 

E. Advies 

1. Advies aan de CCD 

[8J De DEC adviseert de vergunning te verlenen. 

D De DEC adviseert de vergunning te verlenen onder de volgende voorwaarden. 
D Op grond van het wettelijk vereiste dient de projectleider bij beeindiging van het project een beoordeling 

achteraf aan te leveren die is afgestemd met de IvD. 

D Voor de uitvoering van dit project is tevens ministeriele ontheffing vereist 

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

D De DEC adviseert de vergunning niet te verlenen vanwege: 
D De vaststelling dat het project niet vergunningplichtig is om de volgende redenen: ... 

D De volgende doorslaggevende ethische bezwaren: ... 

D De volgende tekortkomingen in de aanvraag: ... 

2. Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus. 

3. Er zijn geen knelpunten/dilemma's naar voren gekomen tijdens het beoordelen van de aanvraag 

en het opstellen van het advies. 
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Cenuale Commissle Dierproeven 

> Retouradres Postbus 20401 2500 EK Oen Haag 

UMC Utrecht 

Postbus 80125 
3508 TC UTRECHT 
1•11111111II•I1Ihl11lI1 1hl11II•1'l•ilI11 I I 

Datum 4 december 2017 
Betreft Ontvangstbevestiging aanvraag projectvergunnlng Dlerproeven 

Geachte 

Wlj hebben uw aanvraag voor een projectvergunning dlerproeven ontvangen 
op 1 december 2017. Het gaat om uw project "Lokale radiosensltizer afgifte 
met behulp hyperthermie". Het aanvraagnummer dat wij aan deze aanvraag 
hebben toegekend Is AVD1150020174266. Gebruik dlt nummer wanneer u 
contact met de CCD opneemt. 

Wacht met de uitvoering van uw project 
Als wij nog lnformatie van u nodig hebben dan ontvangt u daarover bericht. 
Uw aanvraag is in ieder geval niet compleet als de leges niet zijn 
bijgeschreven op de rekening van de CCD. U ontvangt binnen veertig 
werkdagen een beslissing op uw aanvraag. Als wij nog informatie van u nodig 
hebben, wordt deze termijn opgeschort. In geval van een complexe aanvraag 
kan deze termijn met maxlmaal vijftien werkdagen verlengd worden. U krijgt 
bericht als de beslisperiode van uw aanvraag vanwege complexlteit wordt 
verlengd. Als u goedkeuring krijgt op uw aanvraag, kunt u daarna beginnen 
met het project. 

Factuur 
Bijgaand treft u de factuur aan voor de betaling van de leges. Wij verzoeken u 
de leges zo spoedig mogelijk te voldoen, zodat we uw aanvraag in 
behandeling kunnen nemen. Is uw betaling niet binnen dertig dagen 
ontvangen, dan kan uw aanvraag buiten behandeling worden gesteld. Dit 
betekent dat uw aanvraag niet beoordeeld wordt en u uw project nlet mag 
starten. 

Centrale Commlssle 
Dlerproeven 
Post bus 20401 
2500 EK Oen Haag 
centra'ecommlssledlerproeven.nl 
0900 28 000 28 (10 ct/min) 
lnfo@zbo-ccd.nl 

onze referentle 
Aanvraagnummer 
AVD1150020174266 

Bljlagen 

2 
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Meer informatie 
Heeft u vragen, kljk dan op www.centralecommlssiedlerproeven.nl. Of neem 
telefonlsch contact met ens op: 0900 28 000 28 (10 ct/minuut). 

Met vrlendelijke greet, 

Centrale Commissle Dlerproeven 

Deze brief Is automatlsch aangemaakt en daarom nlet ondertekend. 

Bljlagen: 
- Gegevens aanvraagformuller 
• Factuur 

Datum: 
4 december 2017 
Aanvraagnummer: 
AVD1150020174266 
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Gegevens aanvrager 

Uw gegevens 

Deelnemersnummer NVWA: 11500 

Naam lnstelllng of organlsatie : UMC Utrecht 

Naam portefeulllehouder of 
dlens gemachtlgde: 

Postbus: 

Postcode en plaats : 

80125 

3508 TC UTRECHT 

Gegevens verantwoordelljke onderzoeker 

Naam: 

Functie: 

Afdellng : 

Telefoonnummer: 

E-malladres: 

researcher 

Bee Id -
Gegevens plaatsvervangende verantwoordelljke onderzoeker 

Naam: 

Functie: 

Afdellng : 

Telefoonnummer: 

E-malladres: 

010 

Beeld -

Datum: 
4 december 2017 
Aanvraagnummer: 
AV01150020174266 
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Over uw aanvraag 
Wat voor aanvraag doet u? 

Over uw project 
Geplande startdatum: 

Geplande elnddatum: 

Titel project: 

Titel niet-technische 
samenvatting: 

Naam DEC: 

Postadres DEC: 

E-malladres DEC: 

Betaalgegevens 
De leges bedragen: 

De leges voldoet u: 

Checklist bijlagen 
Verplichte bijlagen: 

Overlge bijlagen: 

Datum: 
4 december 2017 

(x] Nleuwe aanvraag Aanvraagnummer: 
[ ] Wljziging op een (verleende) vergunning die negattweisoo20174266 
gevolgen kan hebben voor het dierenwelzijn 
[ ] Melding op (verleende) vergunnlng die geen negatleve 
gevolgen kan hebben voor het dierenwelzijn 

1 februari 2018 

31 december 2021 

Lokale radiosensltizer afgifte met behulp hyperthermie 

Lokale radiosensltfzer afgifte in combinatle met radlotherapie 

DEC Utrecht 

Postbus 85500 3508 GA Utrecht 

dec-utrecht@umcutrecht.nl 

€ 1.035,-

na ontvangst van de factuur 

[x] Projectvoorstel 
[x] Beschrijving Dierproeven 
[x] Niet-technlsche samenvatting 

[x] DEC-advies 

~~~~~~~O~derj:ekening~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-~~~~~

Naam: 

Functie: 

Plaats: Utrecht 

Datum: 30 november 2017 
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Centrale Cornmissie Dierproeven 

> Retouradres Post bus 20401 2500 EK Den Haag 

UU-ASC 
Postbus 80.011 
3508 TA UTRECHT 

1· 'I 111111II·hiI1' • 1'1'·h'· ·I I·· ll·1 'l·11J 

Datum 4 december 2017 
Betreft Factuur aanvraag projectvergunnlng Dlerproeven 

Factuur 
Factuurdatum: 4 december 2017 
Vervaldatum: 3 januari 2018 
Factuurnummer: 174266 
Ordernummer: o.v.v. CB.841910.3.01.011 

Omschrijving 

Betallng leges projectvergunnlng dlerproeven 
Betreft aanvraag AVD1150020174266 

Bed rag 

€ 1.035,00 

Wlj verzoeken u het totaalbedrag v66r de gestelde vervaldatum over te 
maken op rekenlng NL29INGB 070.500.1512 onder vermeldlng van het 
factuurnummer en aanvraagnummer, ten name van Centrale Commissie 
Dlerproeven, Postbus 93H4, 2509 AC te 's Gravenhage. 

Centrale Commtss!e 
Dlerproeven 
Postbus 20401 
2500 EK Den Haag 
centra!ecommlss!edlerproeven nl 
0900 28 000 28 (10 cVmln) 
l nf~zbo·ccd.nl 

Onze referentle 
Aa nvraagnummer 
AVD1150020174266 

BIJlagen 
2 
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From: 
To: 
Subject: 
Date: 

Beste-

Seqetadaat IVP 
PN: Aanhouden AVD1150020174266 
12 January 2018 14:49:38 

Bij deze de mail die ik gekregen heb van de CCD van mijn project. 
Ik begrijp dat jullie mijn projectaanvraag uploaden aan de CCD? 

Groeten, .. 
From: lnfo@zbo-ccd.nl [info@zbo-ccd.nl] 
Sent: Frida December 29, 2017 1:40 PM 
To: 
Cc: 
Subject: Aanhouden AVD1150020174266 

Geachte 

Op 01-12-2017 hebben wij uw aanvraag voor een projectvergunning dierproeven 
ontvangen. Het gaat om uw project 11Lokale radiosensitizer afgifte met behulp 
hyperthermie11 met aanvraagnummer AVDI 150020174266. In uw aanvraag zitten voor 
ons nog enkele onduidelijkheden. In dit bericht leest u wat wij nog nodig hebben en 
wanneer u een beslissing kunt verwachten. 

Welke informatie nog nodig 
Wij hebben de volgende informatie van u nodig om uw aanvraag verder te kunnen 
beoordelen: 

Onduidelijkheden 
-Kunt u aangeven of de "code of practice dierproeven in het kankeronderzoek" gehanteerd 
wordt bij de uitvoering van fase 4 van de aanvraag? 

-In de aanvraag omschrijft u dat fase 2 en 3 reeds zijn uitgevoerd onder een goedgekeurd 

6.1 

------DEC-protocol.-Wilt u de-sectie.over-Yermindering in zowel-de-NT-S als bijlage-3.4.4.1--------
uitbreiden met kennis die u hierover heeft opgedaan in fase 2 en 3? 

Zonder deze aanvullende informatie kan de beslissing nadelig voor u uitvallen omdat de 
gegevens onvolledig of onduidelijk zijn. 

Opsturen binnen veertien dagen 
Stuur de ontbrekende informatie binnen veertien dagen na de datum van deze brief op. U 
kunt dit aanleveren via NetFTP. 

Wanneer een beslissing 
De behandeling van uw aanvraag wordt opgeschort tot het moment dat wij de aanvullende 
informatie hebben ontvangen. Als u goedkeuring krijgt op uw aanvraag, kunt u daama 
beginnen met het project. 

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

Met vriendelijke groet, 
Namens de Centrale Commissie Dierproeven 



!!!!l!!!!ssiedierproeven.nl 

Postbus 20401 I 2500 EK I Den Haag 

T: 0900 2800028 
E: info@zbo-ccd.nl 

De informatie opgenomen in dit bericht kan vertrouwelijk zijn en is uitsluitend bestemd voor de geadresseerde. lndien u dit bericht 
onterecht ontvangt. wordt u verzocht de inhoud niet te gebruiken en de afzender direct te informeren door het bericht te 
retoumeren. Het Universitair Medisch Centrum Utrecht is een publiekrechtelijke rechtspersoon in de zin van de WH. W (Wet Hoger 
Onderwijs en Wetenschappelijk Onderzoek) en staat geregistreerd bij de Kamer van Koophandel voor Midden·Nederland ender nr. 
30244197. 

Denk s. v p aan he/ milieu voor u deze e-mail afdrul<I 

This message may contain confidential information and is intended exclusively for the addressee If you receive this message 
unintentionally, please do not use the contents but notify the sender immediately by return e-mail University Medical Center Utrecht 
is a legal person by public law and is registered at the Chamber of Commerce for Midden·Nederland under no. 30244197, 

Please consider the environment before printing t111s e·mail. 



Cencrale Commissie Dierproeven 

> Retouradres Postbus 20401 2500 EK Den Haag 

UMC Utrecht 

Postbus 80125 
3508 TC UTRECHT 
11l I 11ll11ll•I1Ihlull1•J1l11l I• 1Il1dl11 I I 

Datum 16 januarl 2018 
Betreft Beslisslng aanvraag projectvergunnlng Dlerproeven 

Geachte 

Op 1 december 2017 hebben wlj uw aanvraag voor een projectvergunnlng 
dlerproeven ontvangen. Het gaat om uw project "Lokale radlosensltlzer afglfte 
met behulp hyperthermle" met aanvraagnummer AVD1150020174266. Wlj 
hebben uw aanvraag beoordeeld. 

Beslissing 
Wlj keuren uw aanvraag goed op grond van artikel lOa lid 1 van de Wet op de 
dlerproeven (hlerna: de wet). 

U kunt met uw project starten. De vergunnlng wordt afgegeven van 1 februarl 
2018 tot en met 31december2021. 
De onderbouwlng van deze beslisslng vlndt u onder 'Overweglngen'. 

Procedure 

Advies dierexperimentencommissie 
Blj uw aanvraag heeft u een advles van de Dlerexperlmentencommlssle (DEC) 
DEC Utrecht gevoegd. Dlt advles Is ontvangen op 29 november 2017. Blj de 
beoordellng van uw aanvraag Is dlt advles betrokken overeenkomstig artikel 
10a lid 3 van de wet. Het advies van de DEC is betrokken blj de behandellng 
van uw aanvraag. 

Centrale Commlssle 
Dlerproeven 
Postbus 20401 
2500 EK Den Haag 
centralecommlssledlerproeven. nl 
0900 28 ODO 28 ( 10 ct/min) 
lnfo@zbo·ccd.nl 

Onze referentle 

Aanvraagnum mer 
AV01150020174266 

Bljlagen 

1 
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Nadere vragen aanvrager 
Op 29 december 2017 hebben wij u om aanvulllngen gevraagd. U heeft tljdig 
antwoord gegeven. De aanvullingen hadden betrekklng op het al dan nlet 
toepassen van de "code of practice dlerproeven In het kankeronderzoek" In dlt 
project. Het ultbrelden van de sectie "Vermindering" In het projectvoorstel en 
de NTS. Uw antwoord is betrokken bij de behandellng van uw aanvraag. 

Overwegingen 
Alie hlerboven genoemde stukken llggen ten grondslag aan ons besluit. 

Wlj kunnen ans vlnden in de inhoud van het advies van de DEC, lncluslef de 
daaraan ten grondslag liggende motiverlng. 

Bezwaar 
Als u het nlet eens bent met deze beslissing, kunt u binnen zes weken na 
verzendlng van deze brief schrlftelij k een bezwaarschrift indienen. 
Een bezwaarschrift kunt u sturen naar Centrale Commlssle Dlerproeven, 
afdellng Jurldische Zaken, postbus 20401, 2500 EK Den Haag. 

Blj het indlenen van een bezwaarschrift vragen we u In leder geval de datum 
van de beslissing waartegen u bezwaar maakt en het aanvraagnummer te 
vermelden. U vindt deze nummers In de rechter kantlljn In deze brief. 

Bezwaar schorst niet de werking van het besluit waar u het nlet mee eens 
bent. Dat betekent dat dat besluit wel in werking treedt en geld lg Is. U kunt 
tljdens deze procedure een voorlopige voorzienlng vragen bij de 
Voorzienlngenrechter 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 voorloplge voorziening is griffierecht 
verschuldigd. Op 
http://www.rechtspraak.nl/Organtsatle/Rechtba nken/Pages/default.aspx kunt 
u zien ender welke rechtbank de vestlgingsplaats van de aanvrager valt. 

Datum: 
16 januarl 2018 
Aanvraagnummer; 
AVD1150020174266 
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Meer informatie 
Heeft u vragen, kijk dan op www.centralecommlssledlerproeven.nl. Of neem 
telefonlsch contact met ons op: 0900 28 000 28 (10 ct/mlnuut). 

Centrale Commissle Dlerproeven 

Bljlagen: 
- Vergunnlng 

Hlervan deel uitmakend: 
- DEC-advles 
- Weergave wet- en regelgevlng 

Datum: 
16 januarl 2018 
A11nvraagnummer: 
AV01150020174266 
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Centtale Commissfe Dierproeven 

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

Verleent de Centrale Commlssie Dferproeven aan 
Naam: UMC Utrecht 

Ad res: 

Postcode en plaats : 

Deelnemersnummer: 

Postbus 80125 

3508 TC UTRECHT 

11500 

deze projectvergunning voor het tijdvak 1 februarl 2018 tot en met 31 december 2021, voor het project 
"'Lokale radiosensitlzer afgifte met behulp hyperthermle" met aanvraagnummer AVD1150020174266, 
votgens advies van Dierexperimentencommissle DEC Utrecht. 
De functie van de verantwoordelijk onderzoeker is researcher. 
Het besluit is gebaseerd op de volgende (aangepaste) stukken: 

1 een aanvraagformulier projectvergunning dlerproeven, zoals ontvangen op 1 december 2017 
2 de bij het aanvraagformulier behorende bijlagen: 

a Projectvoorstel, zoals ontvangen op 12 januari 2018; 
b Bijlagen dierproeven 

• 3.4.4.1 Lokale radiosensitizer afgifte in comblnatle met radiotheraple, zoals ontvangen op 12 januarl 20: 
c Niet-technische Samenvatting van het project, zoals ontvangen op 12 januari 2018; 
d Advies van Dierexperimentencommissie zoals ontvangen op 29 november 2017 
e De aanvulllngen op uw aanvraag, ontvangen op 12 januari 2018. 

Naam proef IDiersoort/ Stam 1A~ntal IErnst 
d1eren 

3.4.4.1 Lokale radiosensitizer afgifte in combinatie met 
radiotherapie 

---
IMuizen (Mus musculus) 

--
1470 

1100,0% Matig 

Ter informatie 
Onderstaande Jnformatle is opgenomen op grond van artlkel ld lld 4, artikel lOa 1 lid 2, artikel 10 lid 2 
en/of artikel 10a3 van de wet. 
• Go/ no go momenten worden voor aanvang van elk experiment afgestemd met de IvD. 
• Het is verboden een dlerproef te verrichten voor een doel dat, naar de algemeen kenbare, onder 

deskundigen heersende opvattlng, ook kan worden berelkt anders dan door middel van een dlerproef, of 
door middel van een dierproef waarbij minder dieren kunnen worden gebrulkt of minder ongerief wordt 
berokkend dan bij de In het geding zljnde proef het geval is. 

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

• Overlge wettelijke bepalingen blijven van kracht. 
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Centrale Commissie Dierproeven 

Aanvraagnummer: 
AVD1150020174266 

Weergave wet- en regelgeving 

Dit project en wijzigingen 
Volgens artikel 10c van de Wet op de Dierproeven (hierna de wet) is het verboden om andere dlerproeven 
ult te voeren dan waar de vergunning voor is verleend. De dierproeven mogen slechts worden verrlcht in 
het kader van een project, volgens artikel 10g. Ult artikel 10b volgt dat de dierproeven zijn lngedeeld in de 
categorleen terminaal, licht, matlg of ernstlg. Als er wijzlgingen in een dierproef plaatsvinden, moeten 
deze gemeld worden aan de Centrale Commissie Dlerproeven. Hebben de wijziglngen negatieve gevolgen 
voor het dlerenwelzljn, dan moet volgens artlkel 10a5 de wijziglng eerst voorgelegd worden en mag deze 
pas doorgevoerd worden na goedkeuren door de Centrale Commissle Dlerproeven. 
Artikel 10b schrijft voor dat het verboden Is een dierproef te verrlchten die leldt tot ernstlge mate van pijn, 
lijden, angst of blijvende schade die waarschljnlijk langdurig zal zljn en nlet kan worden verzacht, tenzlj 
hlervoor door de Minister een ontheffing is verleend. 

Verzorging 
De Fokker, leverancier en gebruiker moeten volgens artikel 13f van de wet over voldoende personeet 
beschikken en ervoor zorgen dat de dieren behoorlijk worden verzorgd, behandeld en gehuisvest. Er 
moeten ook personen zljn die toezicht houden op het welzijn en de verzorglng van de dieren In de 
lnrlchting, personeel dat met de dieren omgaat moet toegang hebben tot informatle over de in de 
inrichting gehulsveste soorten en personeel moet votdoende geschoold en bekwaam zljn. Ook moeten er 
personen zljn die een elnd kunnen maken aan onnodige pljn, lijden, angst of blijvende schade die tljdens 
een dlerproef bij een dier wordt veroorzaakt. Daarnaast zljn er personen die zorgen dat een project 
volgens deze vergunning wordt ultgevoerd en als dat nlet mogelljk is zorgen dater passende maatregelen 
worden getroffen. 
In artikel 9 staat dat de persoon die het project en de dierproef opzet deskundlg en bekwaam moet zljn. In 

-------=art:ikerBvanhet-0 1erproevent>esliilf201'4s taat-dat personen Cflealerproeven verrlctiten;aeareren 
verzorgen of de dieren doden, hiervoor een oplelding moeten hebben afgerond. 
Voordat een dierproef die onderdeel uitmaakt van dit project start, moet volgens artlkel 10a3 van de wet 
de uitvoerlng afgestemd worden met de instantle voor dlerenwelzijn. 

Pijnbestrijding en verdoving 
In artikel 13 van de wet staat dat een dlerproef onder algehele of plaatselijke verdoving wordt ultgevoerd 
tenzij dat nlet mogelijk Is, dan wel blj het verrlchten van een dlerproef worden pijnstlllers toegediend of 
andere goede methoden gebrulkt die de pijn, het lljden, de angst of de blljvende schade blj het dier tot 
een minimum beperken. Een dlerproef die blj het dier gepaard gaat met zwaar letsel dat hevlge pljn kan 
veroorzaken, wordt nlet zonder verdovlng ultgevoerd. Hierbij wordt afgewogen of het toedlenen van 
verdovlng 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 toegedlend waardoor het dier 
nlet meer of slechts In verminderde mate in staat Is pljn te tonen, wanneer het dier nlet tegelijkertijd 
voldoende verdovlng of pijnstilling krijgt toegedlend, tenzij wetenschappelijk gemotiveerd. Dieren die pijn 
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Aanvraagnummer: 
AV01150020174266 

kunnen lljden als de verdoving eenmaal is uitgewerkt, moeten preventief en postoperatief behandeld 
worden met pijnstlllers of andere geschikte pijnbestrijdlngsmethoden, mtts die verenlgbaar zljn met het 
doel van de dierproef. Zodra het doel van de dlerproef is berelkt, moeten passende maatregelen warden 
genomen om het lijden van het dier tot een minimum te beperken. 

Einde van een dierproef 
Artlkel 13a van de wet bepaalt dat een dlerproef is afgelopen wanneer voor die dierproef geen verdere 
waarnemlngen hoeven te worden verricht of, voor wat betreft nieuwe genetlsch gemodificeerde 
dierenlijnen, wanneer blj de nakomelingen niet evenveel of meer, pijn, lijden, angst, of blijvende schade 
wordt waargenomen of verwacht dan bij het inbrengen van een naatd. Er wordt dan door een dferenarts of 
een andere ter zake deskundlge beslist of het dier in leven zal worden gehouden. Een dier wordt gedood 
als aannemelljk is dat het een matlge of ernstige vorm van pljn, lijden, angst of blljven schade zal blijven 
ondervinden. Als een dier in leven wordt gehouden, krijgt het de verzorglng en huisvesting die past bij zijn 
gezondheidstoestand. 
Volgens artikel 13b moet de dood als elndpunt van een dierproef zoveel mogetijk warden vermeden en 
vervangen door rn een vroege fase vaststelbare, humane eindpunten. Als de dood als eindpunt 
onvermijdelijk is, moeten er zo weinig mogelljk 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 pljn, 1ijden en angst met zlch meebrengt. De methode om te doden is vastgesteld In de 
Europese richtlijn artikel 6. 
In artikel 13c is vastgesteld dat proefdieren geadopteerd kunnen warden, teruggeplaatst fn hun habitat of 
Jn een geschikt dierhouderijsysteem, ars de gezondheidstoestand van het dier het toelaat, er geen gevaar 

~-----is voor vall<sgezonCltieict;ctlergezon(jtleiOO f milieu en er passende maatregelen zlj n genomen om fiet ____ _ 
welzljn van het dter te waarborgen . 
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