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[VRAAGSTELLING |

| Project

B

Geef een beknopte samenvatting van de achtergrond van het project

1. Het is wenselijk om IPV te vriesdrogen ten behoeve van een effectieve eradicatie strategie.

at gevriesdroog -antigeen stabiel is.
onderzoek wordt naast de in vitro metingen ook gecontroleerd of het in vivo werkzaam

is/bli'ift.

Welke concrete vraag / vragen wilt u met dit project beantwoorden?

In de huidige studie onderzoeken we de (thermo)stabiliteit van gevriesdroogd IPV. In deze studie wordt vioeibaar
IPV meegenomen als controle. Verder zal de relatieve werkzaamheid conform de Europese Pharmcopoeia (EP)
worden bepaald. Voor EP-test wordt een standaard gebruikt om de werkzaamheid van de (experimentele) vaccins
tegen af te zetten.

De opzet vereist dat we de studie opdelen in verschillende experimenten, zie onder:

EXP 1, 120 ratten

- Standaard
-IPV,2-8°C, t=0
-1PV-LYO, 2-8°C, t=0

EXP 2, 280 ratten

- Standaard

-IPV, 25 °C, t= 1 maand

-IPV, 37 °C, t= 1 maand

- IPV, 45 °C, t= 2 weken (+ 2 weken bij 2-8 °C)

- IPV-LYO, 25 °C, t= 1 maand

- IPV-LYO, 37 °C, t= 1 maand

- IPV-LYO, 45 °C, t= 2 weken (+ 2 weken bij 2-8 °C)

Starten van EXP 3 is afhankelijk van de resultaten van EXP 1 en/of 2.

EXP 3, 280 ratten

- Standaard

-IPV, 2-8°C, t= 6 maanden

- 1PV, 25 °C, t=6 maanden
-IPV, 37 °C, t=6 maanden

- IPV-LYO, 2-8 °C, t= 6 maanden
-IPV-LYO, 25 °C, t=6 maanden
- IPV-LYOQ, 37 °C, t=6 maanden

Onderstaande studie is afhankelijk van "go" door de externe opdrachtgever. Voor EXP 4 zal dan ook een aparte
DPA worden ingediend als dat nodig mocht zijn.

EXP 4, 360 ratten

- Standaard

- 1PV, 2-8 °C, t= 12 maanden

- 1PV, 25 °C, t=12 maanden

-IPV, 37 °C, t= 12 maanden

-IPV-LYO, 45 °C, t= 3 maanden (+ 9 maanden bij 2-8 °C)
- IPV-LYQ, 2-8 °C, t= 12 maanden

-IPV-LYO, 25 °C, t= 12 maanden

-IPV-LYOQ, 37 °C, t= 12 maanden

- IPV-LYO, 45 °C, t= 3 maanden (+ 9 maanden bij 2-8 °C)

Tijdens de stabiliteitstudie wordt ook de antigeniciteit (D-antgeen ELISA) gemeten en de analyseresultaten zullen
worden gebruikt om de relatie met de in vivo werkzaamheid te bestuderen.
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Wat is het maatschappelijk belang van het project?

s dat mogelijk is dan kan zo het aantal keren prikken verminderd worden en dat
geeit minder stress bij byjv. kinderen en minder prikincidenten.

Wat is het wetenschappelijk belang van het project?

Het eerder uitgevoerde werk over het ontwikkelen van de formulering en het aantonen van de verbeterde
stabiliteit is verwerkt tot een manuscrip ). Dit werk is aanvullend voor wat betreft het aantonen
van de werkzaamheid in de rat Verder kan de formulering ten behoeve van het vriesdrogen van IPV worden
verbeterd.

Ook zijn er waarnemingen gedaan door een andere partij waaruit blijkt dat de werkzaamheid van gedroogd IPV
niet van te voren ingeschat kan worden met de D-antigeen ELISA. De werkzaamheid viel in aantal gevallen lager
uit dan op voorhand kon worden ingeschat, vandaar dat juist die relatie tijdens deze studie wordt bestudeerd. De
relatie tussen de D-antigeen ELISA en de rattentest is relevant om te kunnen vaststellen of de rattentest
uiteindelijk zou kunnen worden weggelaten voor bijv. vrijgave (zie bijv. de EP-guideline over het weglaten van de
rattentest).

| Dierproef |

Welke concrete vraag / vragen wilt u met deze dierproef beantwoorden?
Aantonen of IPV-LYO werkzaam is in de rat. Op dit moment is dat onduidelijk.

Geef aan waarom deze vraag dient te worden beantwoord met behulp van een dierproef en waarom
middels het voorgestelde diermodel.

Tijdens routinematige IPV productie wordt de EP-rattentest uitgevoerd ten behoeve van vrijgave voor gebruik in
de markt. Om die reden wordt hetzelfde diermode! gebruikt Verder is er op dit moment geen alternatief om met
zekerheid aan te tonen dat dit experimentele vaccin virus neutraliserende antilichamen zal opwekken in de rat
Een dierproef is dus nodig.

Geef aan hoe de vraagstelling van de dierproef gerelateerd is aan de vraagstelling van het project.
Noem hierbij eventueel aannames die nodig zijn om het verband te leggen of relevante bevindingen van
voorgaande proeven onder vermelding van bijbehorend proefopzetnummer.

Het aantonen van de werkzaamheid in de rat van IPV-LYO is essentieel_
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[UITVOERING ]

Geef een overzicht van de experimentele handelingen ten behoeve van de uitvoering van de dierproef
door biotechnici.

Uitvoering is gelijk aan de EP-rattentest. Alleen in dit geval worden er nu minder ratten gebruikt want (de hoogste verdunning valt af

Per experimentele groep:

# Dag O:

Onderstaande geldt voor de standaard en de monsters:

Groep 1, 10 ratten, verdunning 1, iedere rat 0.5 mL IM (uitgangsmateriaal 5 keer verdund met M199)
Groep 2, 10 ratten, verdunning 2, iedere rat 0.5 mL IM (uitgangsmateriaal 15 keer verdund met M199)
Groep 3, 10 ratten, verdunning 3, iedere rat 0.5 mL IM (vitgangsmateriaal 45 keer verdund met M199)
Groep 4, 10 ratten, verdunning 4, iedere rat 0.5 mL IM (uitgangsmateriaal 135 keer verdund met M199)

De verdunningen worden aangeleverd door_-

# Dag 21:
Verbloeden en bijvoorkeur bloed afdraaien en sera verzamelen ten behoeve van analyse van de virusneutralisatie tite.
Sera worden opgehaald door .

Per EXP wordt er een gedetaileerde omschrijving van de experimentele handelingen aangedragen voor de test
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{wTcC (Wetenschappelijke Toetsing Commissie)

Discussie wetenschappelijke toetsing:
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[ DIEREN =]
Diersoort: rat
Stam Il Tox
Geslacht 50-50
Aantal 680
Leeftijdsrange
(weken)
Gewichtsrange 175-250
(grammen)
Microb. status spf
Herkomst I
Locatie [ ]
Kooitype macrolon IV

Protocol

Speciale wensen t.a.v. de proefdieren:
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| MKB (Microbiologisch kwaliteitsbeheer)

Herkomst:
Zijn de dieren herkomstig uit een ander dierproef?: Nee

Verplaatsing:
Worden de dieren tijdens de dierproef verplaatst naar een andere locatie?: Nee

Micro-organismen:
Worden in het kader van de dierproef micro-organismen ingebracht?: Nee

Biologisch materiaal:

Wordt er in het kader van de dierproef biologisch materiaal ingebracht?: Ja
Wat voor een materiaal (+ event. code)?: Geinactiveerd polio vaccin (IPV)

Bijzonderheden t.b.v.MKB:

Geen

|AGENTIA

[stofnaam Chemisch/Biologisch materiaal? |Klassificatie
Geinactiveerd polio vaccin [Biologisch biologisch materiaal

1. Welke maatregelen zijn er te nemen ter bescherming persoon en omgeving?

Geen

2. Vindt er uitscheiding plaats via urine, faeces, longen, bloed of haar?Nee

3. Welke maatregelen moeten er genomen worden bij besmetting huid, ogen of prikaccident?
Ogen spoelen met water, huid reinigen met water / zeep.

4. Welke maatregelen moeten er genomen worden bij morsen op kleding, vloer, tafel, etc. ?
Opruimen en reinigen met ethanol (80%)

5. Hoe moet de stof zelf, gecontamineerde bedding en kadavers afgevoerd worden?

Afvoeren conform algemene afvoerprocedure van het
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[WELZIIN

Beschrijf en kwantificeer de aard van het ongerief

Wanneer men het ongerief niet goed kan inschatten, raadpleeg de proefdierdeskundige

Ongerief per (bio)technische handeling incl. de gevolgen daar van

Handeling ard van het ongerief [Mate ongerief Duur ongerief [Kans ongerief

1) wegen 1) hanteren van de dieren 1) gering < 1 min 100%

2) im injectie 2) im toediening 2) matig < 1 min 100%

3) euthanasie 3) verbloeden onder 3) gering / matig  |< 5 min 100%
anesthesie

Ongerief door andere omstandigheden dan strikt de experimentele handelingen

Omstandigheid lAard van het ongerief [Mate ongerief Duur ongerief [Kans ongerief

NVT NVT [NVT NVT NVT

Gecumuleerd risico op ongerief voor het hele experiment / per experimentele groep

Alle dieren — [Matig__

Anesthesie:

Worden de dieren tijdens de dierproef onder anesthesie gebracht?
Ja
Geef een specificatie van de anesthesie die wordt gebruikt per dierexperimentele handeling.

PAnesthesie keuze Handeling(en)
1 C02/02 voor |verbloeden
P voor
g voor
f voor
3] voor
Analgesie:

Zullen dieren als gevolg van de dierproef pijn ondervinden?: Nee
Gebruikt u een analgeticum?: Nee

Kooiverrijking:
Kooiverrijking wordt standaard toegepast! Is er bezwaar tegen toepassing van kooiverrijking?Nee

Individuele huisvesting:
Moeten de dieren individueel gehuisvest worden?Nee

Klinische Effecten:

Verwachte klinische effecten (gedetailleerd beschrijven a.u.b.):
Geen
In geval van meer dan matig ongerief, wat zijn de humane eindpunten?

Euthanasie:

Worden de dieren gedurende of aan het eind van de dierproef gedood? Ja
Geef een specificatie van de euthanasiemethode: Verbloeden

Gebeurt euthanasie onder anesthesie?: Ja

Geef een specificatie van de anesthesiemethode : isofluraan in 02
Bijzonderheden:

Bijzonderheden t.b.v. art. 14

Geen
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[3v's ]

Geef aan waarom deze vraag dient te worden beantwoord met behulp van een dierproef en een
dierproef-vrije aanpak niet mogelijk is.

Tijdens routinematige IPV productie wordt de EP-rattentest uitgevoerd ten behoeve van vrijgave voor gebruik in
de markt. Om die reden wordt hetzelfde diermodel gebruikt. Verder is er op dit moment geen alternatief om met
zekerheid aan te tonen dat dit experimentele vaccin virus neutraliserende antilichamen zal opwekken in de rat.
Een dierproef is dus nodig.

Vindt er momenteel door u of door andere groepen onderzoek plaats naar mogelijkheden voor
vervanging

van proefdieren ter beantwoording van uw onderzoeksvraag?. (Voor zover dit elders gebeurt geef
literatuurreferenties)

Welke maatregelen zijn genomen ter vermindering en verfijning van het proefdiergebruik?

Voor de standaard rattentest conform de Europese Pharmacopoeia (EP) worden 5 verdunningen ingespoten per
vaccin. Voor die test zijn er per vaccin 50 ratten nodig. In dit geval is het aantal ratten per vaccin teruggebracht
naar 40 om zo het aantal proefdieren te beperken.

Protocol 02-12-2014 Pag. 12 van 21



Proefopzet :-

13

| CODERING

Bijzonderheid dier:

Herkomst en hergebruik dieren:

Doel van de proef:

Belang van de proef:
Wettelijke bepalingen:
Toxicologisch onderzoek,
incl. veiligheidsonderzoek:
Bijzondere technieken:
Anesthesie:

Pijnbestrijding, postoperatief
of op ander tijdstip:

Mate van ongerief:

[ QT (I G T N

-

3.

. Gewaoon dier

. Gereg.fok/toelevering in Nederland
. Mens-ontw. sera vacc./biol.product,
. Gezondheid/Voed. Ja

. Geen wettelijke bepalingen

. Geen toxicologisch onderzoek

. Geen van deze technieken
. Is wel toegepast
. Is niet toegepast (geen aanleiding)

Matig

antal Dieren:

Mate van ongerief:

Toestand dier na eind proef:

1.

Dood in de proefldood na de proef

|[BIJLAGEN
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[ ADDENDUM
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|AUTORISATIE HISTORIE |

(2-12-2013 16:02:51) Goedgekeurd door Artikel 12 functionaris | N

(12/2/2013 4:10:09 PM) Goedgekeurd door Artikel 9 functionaris | RN

(4-12-2013 16:03:55) Goedgekeurd door MKB functionaris | | SRS et de voloende

opmerkingen.
Opmerkingen: Bij dieren wordt een aantal van 680 ratten aangegeven. Echter experiment 1 m 4 (n=120, 280,
280 en 380) zijn totaal 1040 dieren. ??

(12/16/2013 1:49:01 PM) Goedgekeurd door A14 functionaris | NN met de volgende
opmerkingen.

Opmerkingen: Akkoord met addendum. Voor experiment 4 dient aparte proefopzet geschreven te worden, zoals
aangegeven bij onderdeel "'proefopzet™ in huidige aanvraag.

(2-1-2014 14:53:08) Goedgekeurd door Offerte functionaris || | N

(27-2-2014 21:01:53) Positief advies gegeven door DEC functionaris_ met de volgende
voorwaarden.

Voorwaarden: De DEC besluit op 25 februari 2014 een positief advies af te geven onder de volgende
voorwaarde:

Indien de pilot uitwijst dat het toe te dienen vaccin over twee poten verdeeld kan worden gaat de DEC direct
akkoord met uitvoering van deze proefopzet De resultaten en de bijbehorende conclusie dienen zodra deze
bekend zijn ter kennisgeving te worden gerapporteerd aan de DEC,

Indien uit de pilot geconcludeerd wordt dat het inspuiten niet verdeeld kan worden over twee poten dienen de
resultaten ter beoordeling aan de DEC te worden voorgelegd vaordat er gestart kan worden met de proefopzet
Daarbij vraagt de DEC de onderzoeker de conclusie te beargumenteren.

Daarnaast dienen eventuele wijzigingen van de rattenstam of andere wijzigingen via een addendum kenbaar te
worden gemaakt.

|AUTORISATIE |

Verantwoordelijke Art 12 functionaris:

-12- 16:02:51) Goedgekeurd door Artike! 12 functionaris ||
Opmerkingen:

Verantwoordelijke onderzoeker (Art. 9)
Naam:

Vervanger:
(12122013 4:10:09 PM) Goedgekeurd door Artikel 9 functionaris | N

WTC Autorisatoren:

Opmerkingen:

Offerte Autorisatoren:

=1- 93 oedgeKkeura door erte functionaris

Bestelnummer: ITV
Opmerkingen:

MKB Autorisatoren:

(4-12-2013 16:03:55) Goedgekeurd door MKB functionaris || NN
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Opmerkingen:

Bij dieren wordt een aantal van 680 ratten aangegeven. Echter experiment 1 tYm 4 (n=120, 280, 280 en 380) zijn
totaal 1040 dieren. ?7?

BVF Autorisatoren:

Opmerkingen:
Art. 14 Autorisatoren:

(12/16/2013 1:49:01 PM) Goedgekeurd door A14 functionaris ||| RGN

Opmerkingen:

Akkoord met addendum. Voor experiment 4 dient aparte proefopzet geschreven te worden, zoals aangegeven bij
onderdeel "'proefopzet" in huidige aanvraag.

DEC Autorisatoren:

(27-2-2014 21:01:53) Positief advies gegeven door DEC functionaris |||
Opmerkingen:
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Tijdens de plenaire vergadering van 12 december 2013 hebben de leden van de DEC de volgende
vragen/opmerkingen geformuleerd:
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- Het vaccin - 0,5 ml. - wordt in 1 poot ingespoten. Is het mogelijk om dit over 2 poten te verdelen?
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De onderzoekers hebben op 18 december 2013 als volgt geantwoord:

Dat is praktisch gezien mogelijk, maar dat willen we niet omdat

1. De EP-rattentest expliciet wordt genoemd in het goedgekeurde projectvoorstel en bij de testuitvoering bijv. ten
behoeve van vrijgave van poliobevattende vaccins altijd 0,5 mL in één pootje wordt ingespoten.

2. We het risico willen uitsluiten dat de resultaten worden beinvloed door de afwijkende manier van toedienen

Het antwoord van de onderzoekers is tijdens de plenaire vergadering van de DEC op 9 januari 2014 beoordeeld
en onvoldoende bevonden.

De leden van de DEC geven naar aanleiding van de antwoorden de volgende reactie aan de onderzoekers

De DEC merkt op dat 0,1 ml inspuiting in 1 pootje de toegestane hoeveelheid is. 0,5 ml is dus 5x de toegestane
hoeveelheid. De EP-rattentest wordt wellicht expliciet genoemd, maar de vraag is of uitgesloten wordt dat de
hoeveelheid over 2 poten verdeeld mag worden.

Als er daarnaast onzekerheid bestaat over het feit of verdeling over 2 poten invioed heeft op de resultaten, dan
zou daar onderzoek naar plaats kunnen vinden. In het kader hiervan stelt de DEC aan de onderzoekers voor om
een extra groep toe te voegen voor de toediening van 2 x 0,25 ml. Deze extra groep dient uit een voldoende
aantal dieren te bestaan, om eventuele verschillen aan te kunnen tonen. De DEC ontvangt hier graag een
voorstel voor, zodat de extra groep in de proefopzet kan worden opgenomen.

De resultaten van dit onderzoek dienen aan de DEC kenbaar gemaakt te worden.

De onderzoekers hebben op 20 januari 2014 als volgt geantwoord:
zal worden uitgebreid met de volgende aanvullende tekst
, otandaard, verdunningsreeks van 4 verdunningen, 2 x 0.25 mL, 40 ratten.
Het totaal aantal benodigde dieren komt daarmee op 160.
Het effect van de toediening zal worden bestudeerd door de ijkcurves te vergelijken. Een t-test zal worden
gebruikt om te toetsen op significantie.

Ten tweede wordt er binnen Intravac onderzocht of de fok al dan niet voortgezet kan worden. Dat raakt
direct aan deze dierproef omdat de beno |gde- TOX ratten door het gefokt (zouden) worden.
VoorF betekent dit dat de optie opgenomen moet worden om de rattenstam te kunnen wijzigen
Zoals de zaken er nu voor staan lijkt een commerciéle stam de beste keuze (behalve de onzekerheid rond het
continueren van de fok speelt ook de doorlooptijd van de fok een rol).

DEC deze opmerking (gelijktijdig) ook bij een andere onderzoeker heeft uitgezet en beide onderzoekers
nu voornemens zijn de vraag uit te voeren middels een pilot, is bij de DEC de vraag gerezen of de pilot op 1
plaats vitgevoerd kan worden en of de andere partij gebruik kan maken van de resultaten

Het antwoord van de onderzoekers is beoordeeld tijdens de schrifteli'ike ronde van januari2014. Aangezien de

Tijdens de plenaire vergadering van 6 februari 2014 heeft de andere partij aangegeven (] dat hier reeds
contact over is geweest en dat samenwerking is afgesproken.

Naar aanleiding hiervan verzoekt de DEC de onderzoekers vanF om een tekstvoorstel aan te
leveren waarin wordt aangegeven, dat bovengenoemde pilot niet wordt uitgevoerd en dat gebruikt gemaakt zal
worden van de resultaten van het pilot-onderzoek bij-

De onderzoekers hebben op 13 februari 2014 als volgt geantwoord:
en* delen de resultaten van een pilotonderzoek dat door [Jjjjjjj wordt uitgevoerd. Dat onderzoek
ehelst onder andere een experiment waarmee het effect van toedienen van 2x 0.25 mL ten opzichte van 1x 0.5
mL zal worden bestudeerd. verwacht het resultaat van dat experiment half maart 2014 te ontvangen en
zal op basis van de dose response cruves een oordeel vormen over de bruikbaarheid van het toedienen van 2x
0.25 mL. De resultaten en de bijbehorende conclusie zullen worden gerapporteerd aan de DEC.

De DEC besluit op 25 februari 2014 een positief advies af te geven onder de volgende voorwaarde:

Indien de pilot uitwijst dat het toe te dienen vaccin over twee poten verdeeld kan worden gaat de DEC direct
akkoord met uitvoering van deze proefopzet. De resultaten en de bijbehorende conclusie dienen zodra deze
bekend zijn ter kennisgeving te worden gerapporteerd aan de DEC.

Indien uit de pilot geconcludeerd wordt dat het inspuiten niet verdeeld kan worden over twee poten dienen de
resultaten ter beoordeling aan de DEC te worden voorgelegd véérdat er gestart kan worden met de proefopzet
Daarbij vraagt de DEC de onderzoeker de conclusie te beargumenteren.

Daarnaast dienen eventuele wijzigingen van de rattenstam of andere wijzigingen via een addendum kenbaar te
worden gemaakt.

Op 27 februari 2014 heeft het secretariaat van de DEC het volgende antwoord geformuleerd:

De leden van de DEC achten de opmerkingen voldoende adequaat beantwoord Onder de voorwaarde dat de
eventuele wijzigingen van het experiment middels een addendum aan de commissie kenbaar gemaakt worden
concludeert de DEC dat er geen zwaarwegende bezwaren bestaan tegen het afgeven van een positief advies
voor de uitvoering van het onderhavige experiment
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