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l Verantwoording

Aanvraag dierproef DEC-UM (kaders zijn l icht flexibel, maar het geheel is m&\. 5 pag. versie 2006)

Titel; Regression of cardiac dilatation by UM206 after infarction

f "
l

l. Doel van de proef

Myocardia! infarction (Ml) and congestive heart failure (CHF) that is deveioped foliowing an
infarction event are leading causes of death in the Western societies. The ischaemia foliowing an
infarct of the heart ventricle causes the loss of cardiomyocytes and the development of scar tissue in
the area. Remodeling of tissue that lies away from the actual infarct area can lead to the dilatation of
the ventricle and can subsequently lead to heart failure. Heart failure is characterized by the
decreased pumping of the heart, which can have detrimental effects on its ability to function
properly, hence heart failure can lead to death ). Up unt i l now, the pharmacotherapy available
(ACE inhibitors, Ang-II inhibitors, fS-blockers) is limited in preventing further damage of the
myocardium, once dilatation has begun and cannot cause regression of the adverse remodeling of
the heart.

Our team has studied extensively the involvement of the Wnt/Fzd pathway in the remodeling of the
heart, after an Ml , Previews studies in our lab (DEC no.: 2009-005) showed that UM206 (a
peptide that interferes with the binding of Wnt to Fzd-1 and Fzd-2 receptors) adtninistration
foliowing an MI can have a protective effect. All animals treated with UM206 survived after its
administration for 5 weeks, while 30% of the saline-treated animals died until the end of the
experiment It is clinically important, to demonstrate that if treatment of UM206 is commenced
at a time point after the induction of an MI (and as a consequence, after the remodeling process has
starled), the peptide can also have a beneficia! effect to the myocardium. The hypothesis is that
UM206 can not only prevent further damage (which has been demonstrated with previous
experiments), but also cause regression of the structural changes occurring in the myocardium and
return the heart in its normal functional state.

2, Maatschappelijke relevantie en/of wetenschappelijk belang

The research in this proposal aims at preventing heart failure, which is a major societal problem. It
wil! improve our knowledge on the effect that UM206 can have on the remodeling process of the
myocardium, foliowing an infarct event. Should UM206 prove to cause regression of the left
ventr icular di la ta t ion after an Ml, this could potenlially provide a valuabfc tooi in the hands of
clinicians in the treatment of congestive heart faiiure.



3, Alternatieven

Infarct healing following an MI requires a complex interpiay between different structures (e.g. blood
vesseis) or cell types (e.g. myofibroblasts, macrophages, other infiammatory cel!s) that cannot be
mimicked in vitro, using cell culture experiments.

On the other hand, it is not possible to conduct an experiment in humans, as the drug in question
(UM206) has not been approved for administration in humans.

4. Ethische afweging

The researchers fee! that the importance of research for better treatments of heart faiiure after MI
justifies the discomfort of the animals used in this study.



5. Wetenschappelijke onderbouwing

Myocardiai infarction (MI) is one of the leading causes of mortality and morbidity in the Western
societies. Due to the occiusion of a coronary artery, blood flow to the myocardium is prevented and
this can iead to death of cardiomyocytes ( I ) . The damage on the cardiomyocytes depends on the
point of the occiusion, on its severity and the time taken for the artery to be "unblocked" (by itseif,
by the use of thrombolytics or by Percutaneous Coronary Intervention) (2,3). When cardiomyocytes
die, scar tissue forms (by myofibfoblasts) (4), in order for the myocardium to continue functioning.
Formation of scar tissue away from the actua! point of the infarct can lead to remodeling of the heart
tissue, which is an ongoing and dynamic process. This can lead to dilatation and stiffness of the
ventricle and consequently to loss of function of the left ventricle (congestive heart failure) (5,6), Up
unti l now, the pharmacotherapy available (ACE inhibitors, Ang-11 inhibitors, p-blockers) can only
slowdown the heart remodeling progression but cannot cause regression of the remodeling of the
heart, i.e. return the heart's functional ability back to normal levels (7).

It has been wel l established that the Wnt/Fzd pathway plays an important role during the
cardiovascular system development, as well as foliowing an infarct (8,9), Our team has been active
in the involvemertt of the Wnt/Fzd pathway in the remodeling of the heart for a long time (11) .
Previous studies in our lab (DEC no.: 2009-005) demonstrated that the Wnt/Fzd pathway activation
has a beneficial effect on the wound healing process foliowing an MI. The administration of UM206
(a peptide that acts as an antagonist in the Fzd-1 and Fzd-2 receptors) after an Ml, increases
myofibroblasts presence, induces angiogenesis in the infarct area, prevents the expansion of the
infarct to non-infarcted areas of the myocardium and most importantly prevents heart failure-
associated mortality (100% survival) (10).

It is clinicaily important, to demonstrate that if treatment of UM206 is commenced at a time point
after the induction of an Mi (and as a consequence, after the remodeüng process has started), the
peptide can also have a beneficial effect to the myocardium. So, the aim of this study is to expand
our knowtedge on the role of the Wnt/Fzd pathway in the remodeling process and to prove whether
UM206 can not only slow down the heart remodeling progression (which can be achieved already
with the pharmacotherapy available) but also cause regression of the structurai changes occurring in
the myocardium and prevent heart failure development.

'etenschappeüjke beoordeling

This appiication is part of the BS IK project 03033 "iviolecular imaging ofischaemig heart disease".
In this context, the scientif lc qual i ty of this nroject has been approved. (Associatc
Professor in the , University of Maastricht.) has approved the scientifie
qual i ty of this appiication.



Proefdier

7, Proefdier keuze
7a. Soort, stam / herkomst / eindbestemming

The use of laboratory animals (Swiss Webster mice specifically) is mandatory, since an in vivo
experiment is necessary, in order to prove the hypothesis. The choice of the specific breed of mice
can be justified by a previous study from our group that was published in 2009 (15). Swiss mice
compared to other breeds (C57B16, FVB, 129S6) are the best models in order to study heart-failure
after an MI and they are also the ones that show the highest survival. Hence, no other breed or
species can be used instead of them,

Male Swiss mice will be used (aged 10-12 weeks). These animals are bred in Charles River
Laboratories (13) and housed in the University of Maastricht Animal Facility.

After the completion of the experiment, the animals are sacrificed by bleeding under Urethane
anaesthesia. Their hearts will be rernoved, in order to conduct immunohistochemical and
biochemical (western blotting, qPCR) measurements.

7b. Sexe

Only male Swiss mice wii l be used tbr the experiment. The reason for this is that there is a
significant difference in the myocardial healing after an MI, between male and female mice. The
incidence of cardiac rupture in males is a lot higher and when congestive heart failure is established,
the cardiac function of males is poorer compared to females. Hence, the mixing of populations of
both sexes is nol: reasonable. (14).

7.c. Aantallen
Readout parameters are: infarct size, myoflbroblast numbers, wali thickness, end diastolic volume,
ejection fraction. The variation and group difference in the rnyoftbroblast number is used to
calculate the group sfze.

Fo rrnuj a ofJL•,JSach s:
a=0.05; Discrimination 7t=80%. Hence, FO,SO - 15,7
N= 15.7* (a/8)2

Variaiion or=50%; Difference 0=50%, so n-15.7 * (0.5/0.5)2= 15,7

Drop out of animals: UM206-treated control
Perioperative (<24 hrs): 10% 10%
Heart failure: 10% 20%
Total: 20% 30%

This is the average dropout observed in our lab over rnany years and consists mainly of
perioperative mortality and mortality due to heart failure. The acute mortality (<24 hours post-MI)
the resul t of acute heart failure, arrhythmias and animals that can not bc weaned from the ventilator,
By ruiving the surgcry performed by skiiled technicians, we have minimali/ed the perioperative
mortality, andJ.JM206 wi l l nojjiffect ^hejperiojieratiyejrnortaility.



Mortality due to heart failure is estimated to be 20% over a 5 week period in untreated Swiss rnice,
based on several previous experirnents in our lab. IJM206 treatment from week 3-5 wil l reduce this
mortality to 10%

UM206 treatment group size: (a-0.2*a)-::: 15.7 Control group size: (a-().3*a)~ 15.7
Hence, a=: 19.6 l fence, a=22.5
n=20 n=23

A total of 43 animals wili be required for the experiment



Dierproef

8, Experiment

Three days before the init iation of the experiment, an echocardiography wi l l be performed (SOP
in order to get a baseline reading. On day "zero" (t=0) of the experiment, a myocardial

infarction will be induced to the animals, by occlusion of the coronary arteries (SOP

For the next 3 weeks, no treatmenl will be performed. On the beginning of week 4 of the
experiment, another echocardiography will be performed, in order to get a second baseline reading
after the Ml and a mini-pump will be implanted (SOP . in order to administer either
saline (control group) or UM206.

After 2 weeks (beginning of week 6 of the experiment), an echocardiography will be performed.
Lastly, in the completion of the 8n week of the experiment, an echocardiography will be
performed and haemodynamic measurements wil l be taken (SOP i), and the sacrificing of
the animal wil l follow.

Ml induction
(t=0)

Initiation of therapy
& echo

(t=3 weeks)

End of therapy,
echo, haemodynamic

measurements &
sacrifice

(t=8 weeks)

Echo
(t=-3 days)

Echo
(t=5 weeks)



9, Experimentele condities
9a. Anesthesie
Anesthesia wil l be introduced by 4% isoflurane and maintained by ! .5-2% isoflurane

9b. Pijnbestrijding

At 30 min before the operation, 0. l mg/kg temgesic wi l l be administered by s.c. injection. By the
end of the day of operation and at the end of the two foilowing days, temgesic (0.03 mg/kg) and
carprofen (5 mg/kg) will be administered.

9e, Euthanasie en Humane eindpunten

The sacrificing of an animal without any ineans of anacsthesia of analgesia is ethically
unacceptable. When specific criteria are met, an animal should be sacrificed, in order to prevent is
from feeling excessive discomfort or unnecessary pain. The criteria are the foilowing:

General cachexia, severe lack of activity when handled
Severe iack of exploration of the surrounding area
Breathing problems (the anima!'s respiratory function will be monitored in order for a
diagnosis of a probable Pulmonary öedema to be made) or cyanosis
Extreme loss of weight (>20% of original weight before the initiation of the experiment)

The euthanizing of the anima! in these cases wi l l be done by cervica! dislocation.



_Zorg_

Ï0a. ongerief

intervention
echocardiography
MI induction
MI development

Mimp_ump_ irojËËHL—.
Final heraodynamics

duration
10 min
30 min
8 weeks
5 min
45 min

frequency
4x
ix
lx
lx
lx

diseomfort
02
05
03 1
02
02

Total diseomfort for the animal: 05.
In case the animals develop heart failure during the cause of the experiment, the animal wiil
be sacrificed vvhen the diseomfort reaches 06 according to the criteria listed uncler 9c.

!0b. Weizij nsevaluatie

The primary investigator will be responsible for the well-being of the animals throughout the
experiment. He will be in close liaison with the Animal Facility Veterinary Doctors, in order
to spot any unusual deterioration to the animal's health and act immediately as required. The
distress caused to the animals will not be greater compared to the one caused during the
experiments ofpur group in the past.

IL Verzorging en huisvesting

Animals will be socially housed in the Animal Facility of the Universily of Maastricht. No
special conditions are needed for these laboratory animals. In a case of an emergency an
"Article 14 accredited" person (or his representative) will be called. All experiments will be
executed in the :

12, Deskundigheid

All experiments will be under the responsibiiity of the primary investigator (or his
representative) and will be conducted in the ', All
persons that will be involved in the experiments and the handling of the animals are "Article 9
eertified"^techrncjans assisling in the_operatipns are all "ArticleJ2" certified).

13. Standard Operation Procedures (SOP)

- Echocardiografie bij de muis (SOP )
- Terminale hemodynamische karakterisatie van de muis (SOP
- Implantatie van Alzet osmotische minipompjes bij de maïs (SOP
- Myocardinfarct bij de muis (SOP s
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F s c u l t y os' H e a l t h , M e d i c i n a

and L i v e Scisnces

Dierexperimenten Commissie

DJE>:<

Aan:
voorzitter

p/a Secretariaat DEC-Utvi
Postbus 616
NL-6200 MD Maastricht
Telefoon:

/t' referentie : Maastricht, 02-02-20il

Geachte Onderzoeker,,

Uw projectaanvraag: "Regression ofcardiüc düatation by DM206 after infarction", is op de
DEC vergadering van 28 januari 2011 aan de orde geweest.

Conclusie van de DEC-1
De DEC heeft het project niet In behandeling genomen, omdat de aanvraag niet
volledig is aangeleverd.

Gelieve eventuele vragen te beantwoorden in eee briefen indien noodzakelijk Uw project
aan te passen em duidelijk de aanpassingen grijs te markeren.
Uw project staat bij de DEC geregistreerd onder nummer 2011-(M 8, gelieve dit nummer in
verdere correspondentie te vermelden.

Hoogachtend,

Voorzitter DFC-Uivï



Dierexperimenten Coi nmissie

Aan: [Va Secretariaat [ )KC~i ; :Vi

Ocachte Onderzoeker,

Uw projectaanvraag: "Rcgression oj cardiac clilala/ion hy {.ÏM206 u/ier injarctio ". is op de
extra DEC' vergadering van 2 maart 2011 besproken.

De DEC heeft een aantal vragen en opmerkingen:
De startdatum op het voorblad is niet juis t . De DEC verzoekt c i i l aan te passen.

•'•• Bij punt 6 verzoekt de DEC aan te geven door wie of welke commissie is dit DEC
protocol wetenschappelijk beoordeeld en akkoord bevonden.
De DEC mist de uitleesparameter bij punt 7c en de reden voor de uitval van 30%. De
DEC' verzoekt dit aan te passen.
Bij punt 8 vraagt, de DEC zich af of b i j de Ml induc t ie - - therapie en echo, de tijd
van 3 weken niet verkort, kan worden.
De DEC verzoekt de aard, de duur en de frequentie van de behandelingen per
experimentele diergroep, du ide l i j k aan te geven in een (abc! en het maximaal te
verwachten ongerief aan te geven. (De o n t w i k k e l i n g van een inyocard i n f a r c t is ex l r a
ongerief voor de dieren en dient ook vermeldt te worden bij hei ongerief).
Bij de humane eindpunten verzoekt de DEC" hel maximale gewichtsverlies aan te
passen.
De D FC verzoek! punt 9a en % te beschrijven (analgesie lot 3 dagen puntoperatie!').
Als hef kan een combinalie van een opiaat { lage dosering) mei N S A I D ,
De Dl C mei kt up dal ei nog ,'en .tndeie versie in omloop is. De aangeboden versie is
buitengewoon omol led iu , en adequ.uu aangeleverd.



Project 201 l -O!

Gelieve eventuele vragen te beantwoorden in ou brie* a • »/c< c ' " * ; !

aan te passen es. duidelijk de aanpassingen giij£ te marker»
Uw project staat bij de DEC geregistreerd onder nummer ?§f -C"i. gelieM dit .nimmci in
verdere correspondentie te vermelden.

Hoogachtend,

Voorzitter DEC-UiV!



Aan de Dierexperimenten commissie
Universiteit Maastricht

Betreft: DEC201 ! -O i8 Maastricht. 22-3-201 l

Geachte leden van de DEC.

Maar aanleiding van uw brief d.d. 04-03-201 l met daarin een aantal opmerkingen over
mijn projectaanvraag heb ik deze ais volgt aangepast:

* De startdatum op hel voorblad is niet juist. De DEC' verzoek! dit aan ie pussen.
De startdatum is veranderd in ! apri l 201 1 .
Bij punt 6 verzoekt de DEC aan te geven door wie of welke commissie is dit DEC
protocol wetenschappelijk beoordeeld en akkoord bevonden.
Dit DEC-proloeoI is niet specifiek besproken in een commissie. Daarom hebben
we i gevraagd het te beoordelen, zijn oordeel was positief.

« De DEC mist de uiüeesparameter bij punt 7c en de reden voor de uitval van 30%.
De DEC verzoekt dit aan te passen.
De uitleesparameters zijn: infarct grootte, myofibroblast aantallen, wanddikte,
eind diastoliseh volume en ejectie fractie. Hen motivatie voorde u i t v a l van 30% is
toegevoegd (zie 7e).
Bij punt 8 vraagt de DEC zich af of bij de Ml inductie • - • therapie en echo, de
tijd van 3 weken niet verkort kan worden.
Dit is niet mogelijk, om de regressie van dilatatie te kunnen beoordelen zal er
eerst een d u i d e l i j k e di la la t ie moeien x i j n opgetreden. Dit is pas na drie weken het
geval.

» De DEC' verzoekt de aard, de duur en de frequentie van de behandelingen per
experimentele diergroep, duidelijk aan te geven in een tabel en het maximaal te
venvachten ongerief aan te geven. (De ontwikkeling van een myocard infarct ix
extra ongerief voor de dieren en dient ook vermeldt te worden hij het ongerief)
Onder punt K) is een tabel opgenomen met daarin de behandelingen en het te
verwachten maximale ongerief. Mier is specifiek het ongerief opgenomen voor
ontwikkel ing van een myocard infarct .
Bij de humane eindpunten verzoek! de /)ƒ•,( ' hel maximale gewichtsverlies uitn ie
/>tt\\en.
l let maximale acceptabele gewichtsverlies is bijgesteld naar 2(1% (/a: c)c)
De DEC verzoekt punt 9a en üb te beschrijven (i/nulgcsie lot 3 dagen
postoperatief). Als het kan een combinatie van een opiaat ( lage dosering) mei
NSAID.
Anesthesie en analgesie v.ijn onder 9u en b ui tgevverkl , Analgesie is aangepast aan
de r ich t l i jnen van het C i'V.
De DEC' merkt op dat er nog een andere versie in omloop is. De aangeboden
versie /.v buitengewoon onvolledig en adequaat aangeleverd.
!)c7c opmerking van de ( )KC is terecht , er b l i j k t a b u i s i e v e l i j k een vroege versie
van het protocol te x i j n ingediend, l l iervoor w i l l e n we o n/.e excuses aanbieden.



We hopen dal onze aanvraag in z i jn huidige vorm voldoet aan de toetsingskriteria.

Hoogachtend,



F r* t u i t v o t H e a ! f h, K e d i e s n e

ana L i fe Sciancas

Dierexperimenten Commissie

/ s t"' f

•oorzitter
Aan: p/a Secretariaat DEC-UM

Postbus 616
NL-6200 MD Maastncm
Telefoon:

Uw referentie: Onze referentie : Maastricht, 03-05-7011

Geachte Onderzoeker,

De herziene versie van uw projectaanvraag: "Regression ofcardiac düatation by UM206
af t er infarction", is op de DEC vergadering van 29 april 2011 besproken.

De DEC heeft een aantai vragen en opmerkingen:
* Bij punt 7c is het voor de DEC nog steeds niet duidel i jk welke van de genoemde

uitleesparameters van toepassing is op de sigma en delta.
» De startdatum op het voorblad is niet juist. De DEC verzoekt dit aan te passen.

Gelieve eventuele vragen te beantwoorden in een briefen indien noodzakelijk Uw proje<r
aan te passen en duidelijk de aanpassingen grijs te markeren.
Uw project staat bij de DEC geregistreerd onder nummer 201. l-018, gelieve dit nummer in
verdere correspondentie te vermelden.

Hoogachtend,

Voorzitter DKC-Ulvl



Aan de Dierexperimenten commissie
Universiteit Maastricht

Betreft: DEC201 I -O! 8 Maastricht, 15-6-201 l

Geachte leden van de DEC,

Naar aanleiding van uw brief d.d. 03-05-201! met daarin een aantal opmerkingen over
mijn projectaanvraag heb ik deze als volgt aangepast:

* Bij punt 7 c is het voor de DEC nog steeds niet duidelijk welke vu n de genoemde
uitleesparameters van toepassing is op de sigma en delta.

Het betreft hier het aanta! myoflbrobiasten in het infarct. Dit is aangegeven onder
punt 7e.
«-• De startdatum op het voorblad is niet juist. De DEC verzoekt dn aan ie pass-en.
De startdatum is gewijzigd in 1-9-201 i

We hopen dat onze aanvraag in zijn huidige vorm voldoet aan de toelsingskriteria.

Hoogachtend,



Aan:

Ons kenmerk Maastricht
23-06-201 l

•", ". Regrussion ofcarüiac dilatalion hy l '\'I20(> uflcr in/(ircltnn.

Verantwoordelijk onderzoeker (YO)-

Hierbi j delen wij U mede dat voornoemd project aan de ethisehe
toetsingscriteria voor proefdiergebruik voldoet.
De DEC" maakt geen bezwaar tegen ui tvoer ing van dit project /.oals
aangevraagd en geeft een positief advies.

p/ii secretariaat DM'-UM

Secretariaat DEC-1!Al

llczoekadres

Postadres

l ' i i ' . i h t i s ( i l ( .

d ' U I ) V i l ) V l i i a M i u l ü

Uw project staat h i j de !.)[•.( ' en ( 'PV geregistiverti ondei' h o v e n s t u a n ü
nummer. Gelieve dieren, die voor dit project bestemd / i j n . ook onder dit
ii ismmer aan te vragen.

Voor/.itter D!-!( . ' - l 'M


